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(57) Abstract 

A description is given of the manufacture by genetic engineer- 
ing and the use of plasmids and bacterial strains containing the gene 
tfdA or a gene practically identical to the latter on a short DNA sec- 
tion which can be precisely characterized. The new plasmids and 
micro-organisms are suited for the production of 2,4-D (2,4-dichlor- 
ophenoxy acetic acid)-monooxygenase and as initial products for 
the transmission, by genetic engineering, to various organisms of the 
2,4-D-decomposing characteristic of this enzyme. 
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(57) Zusammenfassung 

Gentechnische Herstellung und Verwendung von Plasmiden 
und Bakterienstaramen, die das Gen tfdA oder ein mit tfdA fast 
identisches Gen auf einem kurzen, genau charakterisierbaren DNA- 
Abschnitt enthalten. Die neuen Plasmide und Mikroorganismen eig- 
nen sich zur Produktion von 2,4-D (2,4-Dichlorphenoxyessigsaure)- 
monooxigenase und als Ausgangsprodukte fiir die gentechnische 
Ubertragung der 2,4-D-abbauenden Eigenschaft dieses Enzyms auf 
verschiedene Organismen. 
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WO 88/01641 PCT/DE87/00392 

f4icroorcTanisnen una Plasnide fur die 2 , 4-Dichiorphenoxy- 
essigsaure ( 2 , 4-D) -nonooxigenase - nildung und Verfahren 
zur Herstellung dieser Plas.mide und Stamme 

Die vorliegende Erfindung betrifft die gentechnische Herstellung von Plas- 
rniden und Bakterienstammen , die das Gen tfdA oder ein im Wesentlichen mit 
tfdA identisches Gen auf einem kurzen genau charakterisierbaren DNA-Ab- * 
schnitt enthalten. Die neuen Plasmide und Mikroorganismen eignen sich 
besonders gut zur Produktion von 2 , 4-D-monooxigenase sowie als Ausgangs— 
produkt fur die gentechnische CJbertragung der 2 , 4-D-abbauenden Eigen- 
schaften dieses Enzyms auf verschiedene Organismen (einschlieHlich der 
damit erreichbaren 2 , 4-D-Toleranz bei genetisch transf ormierten Pflanzen) 

Die 2 , 4-D-monooxigenase ist ein Enzym, das in vielen 2 , 4-D-abbauenden Or- 
ganismen den ersten Schritt bei der Metabo lisierung von 2,4-Dichlor- 
phenoxyessigsaure (2, 4-D) katalysiert. Zu 2 , 4-D-abbauenden Organismen ge- 
horen besonders Bodenbakterien wie z.B. Acinetobacter , Alcaligenes, Arthro- 
bacter, Corynebacterium und Pseudomonas £{ vgl . hierzu G.R. Bell, Can. J. 

-Microbiol. 3:821 (1957); J.M. Bollag et al. f J. A<jic. Food Chem. 16:826 
(1968); R.H. Don et al., J. Bacteriol. 145:681 (1981); W.C. Evans et al., 

Proc. Biochem. Soc. Biochem. J. 57:4 (1954); W.C. Evans et al., Biochem. 

J. 122:543 ( 1 971 ) ; R.P. Fisher et al., J. Bacteriol . 1 35 : 798 (1978); T.I. 

Steenson et al . , J. Gen. Microbiol. 16:146 (1 957); J.M. Tiedje et al., J. 

Agric. Food Chem. 17:1080 (1969); J.E. Tyler et al., Appl. Microbiol. 

28:131 (1974); J.M. Tiedje et al . ', J. Ac^in Food Chem. 17:1021 (1969)7. 

Sie spielen bei der Entgif tung des Erdbodens und der Abwasser von halcgenierten 

aromatischen Verbindungen, wie sie gerade unter den landwirtschaf tlich ge- 

ntitzten Pestiziden und Herbiziden vorkommen, eine bedeutende Rolle. 

In der Gruppe der 2 , 4-D-abbauenden Wildtypbakterien .ist der Starnm Al- . 
caligenes eutrophus JMP1 34 der bekannteste und am besten charakterisierte . 
Er beherbergt das etwa 80 Kilobasen grofie Plasmid pJP4, das samtliche fur 
den Abbau von 2, 4-D wichtigen Gene enthalt (R.H. Don et al. , I.e.). Das 
Plasmid pJP4 wurde ktirzlich auch isoliert und charakterisiert J*.H. Don et 
al., J. Bacteriol. 161:466 (1985)]. 

Funf am Abbau von 2, 4-D beteiligte Gene, bezeichnet als tfdB, tfdc, tf dD, 
tfdE und tfdF, wurden durch Trans posonmutagenese lokalisiert und in E. coli 
kloniert. Vier Genen konnte dabei von R.H. Don et al. £r. Bacteriol. 
161 :85 (1985K7 durch biochemische Studien eine Einzymfunktion zugeordnet werden. 
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Es ist jedoch bisher noch nichf gelungen, das Gen tfdA auf dem Plasmid 
pJP4 oder auf einem Subfragment von diesem zu lokalisieren , zu isolieren 
und: seine Struktur auf zuklaren . 

Durch die vorliegende Erfindung ist es nun erstmals gelungen, das Gen tfdA 
zu isolieren, klonieren und charakterisieren. Es ist damit moglich, dieses 
Gen fiir eine Ubertragung auf andere Organismen verfiigbar zu machen mit dem 
Ziel. die yon tfdA kodierte 2 . 4-D-monooxigenase in diesen Organismen zur 
Expression zu bringen. Dabei kann es sich urn Mikrcorganismen handeln. aber 
auch hdhere Organismen, wie z.a. Pflanzen, kommen dafiir in Frage. 

Die gezielte Ubertragung von tfdA auf andere Mikroorganismen bietet die 
Mcglichkeit, das Spektrum der von diesen Organismen abbaubaren Substanzen 
zu erweitem. Fiir Bakterien ist die Ubertragung und Expression von Genen 
des gesamten 2,4-D-Abbaus bereits in J. Bacteriol. 145:681 (1981) und in 
Arch. Microbiol. .134:92 (1983) beschrieben worden. Es wurde jedoch noch 
kein Versuch unternommen, ein isoliertss tfeft-<2=n in gnsnregataen fekterisn wie Pssu- 
donomas oder Alkaligenes zur Expression zu bringen. 

Ebensowenig ist ein solcher Versuch fiir Pflanzen bekannt. Die Metabo- . 
lisierung von 2,4-D durch einige Pflanzenarten wurde verschiedentlich be- 
richtet £Veed Science 24:557 (1976) und Z. Pf lanzenphysiol. 110:395 (1983*7. 
In niederen Konzentrationen wirkt diese Substanr als auxinanaloges Pflan- 
zenhormon und wird deshalb in der Zellkulturtechnik verwendet, in hoheren 
Konzentrationen wirkt es auf die Pflanzenzelle wie auch auf die Gesamtpf lanze 
als Wuchshemmstoff, was seinen Einsatz als Herbizid begriindet. In einer 
haploiden Zellsuspensionskultur von Nicotiana silvestris konnte durch Adap- 
tion an steigende Konzentrationen von 2,4-D eine Toleranz gegeniiber diesem 
sythetischen Wuchsstoff erreicht werden, die auf einer erhdhten Meta- 
bolisierungsrate beruht £i.H. Zenk, 1974. Haploids in physiological and bio- 
chemical research. In Haploids in higher plants. Advances and . potential . Pro- 
ceedings of the First International Symposium, Guelph, Ontario, Canada. p3397. 

Da das Gen tfdA die Abspaltung der Seitenkette von 2 ,.4-D 
vermittelt,- konnte die Fahigkeit, ■ 2 ,4-D zu inaktivieren, mit Hilfe des aus 
Bakterien gewonnenen Gens auf all diejenigen Pflanzen ubertragen werden, 
fiir die eine derartige gentechnische Manipulation moglich ist. Verfahren zur 
Ubertragung f remder Gene auf Pflanzen und deren Nachkommenschaf t sind heute 
bereits fiir einige Pf lanzenarten erprobt^M. De Block, L. Herrera-Estrella , 
M. Van Montagu. J. Schell, and P. Zambryski. 1984.' Expression of foreign ' 
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genes in regenerated plants and in their progeny. EMBO J. 3:1681 scwie R.D. 
Shillxto, M.w. Saul, J. Paszkowski, M. Miiller, and J. Potrykus, 1985. High 
efficiency direct gene transfer to plants. Bio /technology 3:10997und werden 
in nachster Zeit eine breitere Anwendbarkeit erlangen. 

In dxe genetische Transformation von Pflanzen werden grofie Hoffnungen ge- 
setzt, insbesondere was die Ezzeugung neuer, fiir den Menschen wichtiger 
Nutzpflanzen.betrifft £J.L. Marx, 1985. Plant gene transfer becomes a 
fertile field. Science 230:11487. Mit dem Gen tfdA stiinde dafiir eine neue 
genetisch iibertragbare und in vivo selektierbare Eigenschaf t in Form einer 
Toleranz gegeniiber einem Wachstumshemmstof f zur Verfiigung, wie sie bis- 
her nur fiir wenige Antibiotika- bzw. Herbizidtoleranzen bekannt ist £R.T. 
Fraiey et al. 1983. Expression of bacterial genes in plant cells. Proc. 
Natl, Acad. Sci. USA 80:4803 und Nature 317:741 (1985)J. 

Die vorliegende Erfindung besteht zunachst darin, dafl unter Anwendung eines 
an sich bekannten Mutations verfahr ens von einem Bakterienstamm , der 2 , 4-0 
als Wachstumssubstrat verwenden kann, wie z.B. Alcaligenes eutrophus 
JMP134, eine bisher nicht bekannte Mutante hergestellt wird,' in welcher das 
Strukturgen fiir die 2 , 4-D-monooxigenase inaktiviert ist. Diese Mutante wird 
unter- Anwendung der bekannten Verfahr en der DNA-Rekombxnation in vitro, der 
. "Transformation mit rekombinanter DNA und des konjugativen Transfers von 
DNA zur Selektion- von rekombinanter DNA eingesetzt, welche tfdA oder mit 
tfdA im Wesentlichen identische Gene enthalt . 

Gegenstand der Erfindung sind Plasmide, die das Gen tfdA oder mit tfdA im 
Wesentlichen identische Gene enthalten, sowie Plasmide, welche Teile dieser 
Gene einschliefllich der Promotorregion enthalten. ' 

Die erfindungsgemaGen Plasmide kdnnen hergestellt werden, indem man DNA aus 
Wildtypbakterien , welche Gene fiir die Metabolisierung von 2 , 4-D oder 
2 , 4-D-ahnlichen Verbindungen besitzen, mit Restriktionsendonukleasen ver- 
daut und die entstandenen DNA-Fragmente mit Hilfe einer DNA-Ligase mit einem 
Plasmidvektor verkniipft, welcher zuvor durch das gleiche Restriktionsen- 
zym in seine lineare Form umgewandel t worden ist. 

Unter den so entstandenen rekombinanten Plasmiden konnen die erf indungsge- 
maBen tfdA-haltigen Plasmide dadurch identif iziert werden, daG man die 
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Plasmide in Bakterienstamme bringt, aus denen dann die tfdA-haltigen 

Klone direkt aufgrund einer von tfdA vermittelten Fahigkeit selektiert wer- 

den konnen. 

Solche Bakterienstamme besitzen die Eigenschaf t, die in einer enzymatischen 
Reaktion in vivo von der 2 , 4-D-<nonooxigenase gebildeten Produkte, nicht 
jedoch deren Substrate als Kohlenstoff- und Energiequellen verwenden zu 
konnen. . 

Beispieie fiir Stamme mit der genannten Eigenschaf t sind die erfindungsge- 
maX3en tf dA-Mutanten , in denen alle Gene fiir den Abbau von 2,4-Dichlor- 
phenol aktiv sind, ferner der Stamm Alcaligenes eutrophus JMP222, welcher 
Abbauwege fiir Phenol besitzt, sowie Pseudomonas sp. B13, der 4-Chlorphenol 
' verwerten kann. Aber auch eine Reihe weiterer Bakterienstamme, welche ver- 
schieden substituierte Phenole abbauen konnen und vorwiegend in der Gruppe 
der gram-negativen Baktreien angetroffen werden, sind als Rezipienten zur 
Selektion und rdentif izierung von klonierten tfdA-Genen vorstellbar. 

Als Klonierungsvektoren werden bevorzugt Plasmide mit breitem . Wirtsbereich 
verwendet, die in der Lage sind, sich auch in anderen Bakterienstammen als 
E. coli replikativ zu vermehren. Aber auch Plasmide, die ihre DNA cder Telle 
ihrer DNA durch Integration in. das Genom der Wirtszelle weitervermehren 
konnen, kommen dafiir in Frage. 

Als Verfahren zur Einfiihrung von DNA in die lebenden Zellen besagter Bakte- 
rienstamme eignet sich einmal die direkte Transformation dieser Stamme so- 
fern Methoden dafiir bekannt sind. So gibt es z.B. Transformationsverf ahren 
fur Pseudomonas und verwandte gramnegative Bakterien /A. A. Mercer and j.s. 
Loutit.. 1979. Transformation and transection of Pseudomonas aeruginosa: 
effects of metal ions. J". Bacteriol. 140:37-42; A.M. Chakrabarty, J.R. 
Mylroie, D.A. Friello, and J.G. Vacca. 1975. Transformation of Pseudomonas - 
putida and Escherichia coli with plasmid-linked drug-resistance factor 
DNA. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72:3647-36517. Fur alle gramnegativen Bak- . 
terien anwendbar und wesentlich ef fektiver ist hingegen die Transformation 
eines E. coli Stammes nach einer literaturbekannten Methode mit anschlieXJendem 
konjugativen Transfer der Plasmide in die betreffenden Bakterienstarm.e . 
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Fur den konjugativen Transfer klonierter DNA werden bevor2ugt mobilisier- 
bare Plasmidvektoren verwendet. Die fiir den Transfer erforderlichen Gene 
werden dabei entweder von sogenannten Helferplasmiden oder von speziell 
dafiir konstruierten mobilisierenden Stammen zur Verfiigung gestellt. 

Aus den besagten Bakterienstammen , welche direkt durch Selektion auf ge- 
eigneten Wachs turns subs tr a ten gewonnen werden, oder aus Klonen von E * coli, 
welche durch das geschilderte Verfahren oder andere bekannte Testsysteme 
auf Expression von tfdA identif iziert werden, iassen sich die tfdA enthal- 
tenden Plasmide nach fcekannten Verfahren als eindeutig definierbare chemische 
Substanzen isolieren. 

Der Vorteil der direkten Selektion tfdA-haltiger Stamme durch Wachstumstest 
besteht vor allem darin, daB er im Gegensatz zu den bisher bekannten Ver- 
fahren, die aile auf reiativ aufwendigen Enzymtests beruhen , die Identif i- 
zierung eines tfdA-haltigen Piasmids unter einer sehr groflen Anzahl ver- 
schiedener Plasmide ermcglicht , wie sie bevorzugt bei der Herstellung von 
Genbanken', d.h. der randomisierten Klonierung von DNA-Bruchstiicken genomi-" 
scher DNA entstehen. Der Vorteil besteht damit in der breiten Anwendbarkei t 
des Verfahrens, derm Klonierung , von tfdA-Gehen ist damit nicht mehr auf Wild- 
typstamme beschrankt, die das Gen tfdA auf einem gut isolierbaren Plasmid 
tragen, sondern ist aus beinahe alien Wildtypstammen mdglich, auch solchen, 
die das Gen auf einem schlecht zuganglichen Plasmid oder dem Chromosom ent- 
halten. 

Die erf indungsgemaften Plasmide werden erhalten, indem man z.B. das aus 
Alcaligenes eutrophus JMP1 34 stammende Plasmid pJP4, auf dem die Gene fiir 
den Abbau von 2,4-D liegen, mit der Restriktionsendpnuklease Hindlll schnei- 
det, die entstandenen DNA-Fragmente elektrophoretisch trennt und die 
einzelnen isolierten Fragmente mit dem Hindlll-geschnittenen und dephos- 

• phorylierten Vektor pVK101 ligiert. Der mobilisierende Stanun E. coli S1 7-1 
wird mit der rekombinanten DNA transformier-t und plasmidhaltige Stamme wer- 
den auf tetracyclin-haltigem Medium selektiert. Aus Stammen, welche durch 

* Restriktionsanalyse identif izierte rekombinante Plasmide enthalten, wird 
die Plasmid-DNA durch {Conjugation auf die oben erwahnte tfdA-Mutante 
JMP1 34 :Tn5-2' iibertragen und die Expression des klonierten tfdA-Gens durch 
Wachstum des Wirtsstanunes auf 2 , 4-D-haltigem Minimalmedium nachgewiesen . 
Auf diese Weise kann das Plasmid pVJH21 identif iziert werden, welches das 
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Gen t.dA auf einem 21 Kilobasen groGen Hindrrr - 

pJP4 , enthalt Du^h r r- Hindlll- C ragmen t f stammend aus 

. ntnait - CXirch.IsoUerung des Plasmids und anschli^nH = 
t xon3anal,se kann die Identity des kionierte f" ^ ReSt ^~ 

fu-erren Fragments bestatigt warden. 

°«u »erden di ^n 11™" Wden - *" ^ °- ™en. 
verdaut und di/L^f » e " er ^ mehrere " ^ 

nuKXeasen ^ ^e^lleT ,L *" ^triktionsendo- 

w^en. ^ "* *" 0ben ^childerte Weise seXetoert 

v etto ^;^ e ^ <- ^escHni^enen 

de„ ^biXisierenda,^ £ _ ^J^™™ ™ *«* ^=- ation in 
in die tfdA— Mutante ^,34-^ ~° *" *"* 

^ *■ 2 ' H^xxx-^a^ rr^r 1 " eindeuti9 

zuruckgefiihrt werden kann. damit auf PJP4 

ten Anwendungsziel in der ««- * ' ^ S1Ch 3e " ach da " "etfolg- 

"« » der Art der ver^ndeten eias^d^en unterscheideL 

So kann z.B. das 3 fcn rt K, 

«- ^enuer ^ S3 Si eZf ^ PK,S3 ' ^ ^ ««— . 

wJZ^ IT — "-tr^ion^arte und die in 

"~ .on Ph eno_ sigsiure ^ ^J^^tr^ ^eT "~ 
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System bietet gegeniiber den tfdA-Mutanten die Vorteile, da£3 bei diesem 
Rezipientenstamm der konrjugative Transfer mit hdherer Effizienz statt- 
findet und mit der Kanamycin-Resistenz ein weiterer selektierbarer Marker 
zur Verfiigung steht. 

Durch Subklonieren konnen tfdA enthaltende DNA-Fragmente auch in Expres- 
sions vektoren eingebaut werden, auf denen tfdA-Gene mit Hiife eines fremden 
Promo tors exprimiert werden. * 

So konnen z.B. das 2.8 Kilobasen grofie Sael/Sall-Fragment , das 2.0 Kilo- ^ 
basen groBe BamHI/Sall-Fragment und das 1.4 Kilobasen grofie XbaJ/Sall-Frag- 
ment in die Expressions vektoren pT7-5 und pT7-6 direkt im AnschluH an 
einen Phagenprano tor eingebaut. werden , durch den die Genexpression mit Hilfe 
einer Promo tor-spezif ischen RNA-Polymerase gezielt angeschaitet werden 
kann. Das von den neu kombinierten Plasmiden pTJSS '035 , pO*JS , B435 und 
pTJS r X535, deren Herstellung in den Beispielen 8, 9 und 10 beschrieben wird, 
exprimierte tfdA-Genprodukt kann durch spezifische Markierurig mit radio- 
aktivem Methionin und anschlieBende Gelelektrophorese Identif iziert wer- 
den .Das System kann -femer dazu benutzt werden/ in £inem E. cbli-Stamm 
groBe Mengen an 2 , 4-D-monooxigenase zu erzeugen, was die Reinigung und die 
anschlieI3ende proteinchemische und enzymatische Charakterisierung des Gen- 
produkts im Vergleich zu seiner Isolierung aus dem Wildtypstaimi wesentlich 
erleichtert, wodurch. weitere bio techno logische Anwendungsmoglichkei ten erst 
erforschbar werden. 

Die Subklonierung von tfdA enthaltenden DNA-Fragmenten in Phagenvektoren 
vom Typ des M1 3-Phagen ermoglicht die. Herstellung von Einzelstrang-DNA. Sie 
kann zur Bestimmung der Basensequenz nach- dem Verf aftren* von Sanger /F\ San- 
ger, S. Nicklen, and A.R. Coulson. 1977. DNA sequencing with chain-ter- 
minating inhibitors. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 : 54637 eingesetzt werden, 
sie kann femer zur gezielteri Mutagenese einzelner Basen mittels Oligonukleo- 
tiden dienen, ein bekanntes Verifahren, das die Erzeugung* von- Restriktions- 
schnittstellen in einem Gen oder die Anderung der Aminosaureabfolge er- 
laubt. Die Einf ligung ' von Restriktionsstellen in Genen erweitert deren An- 
wendungsmoglichkei ten, weil dadurch Schnittstellen fiir den Einbau von 
fremden Promotoren und die Verkniipfung von Genfragmenten zur Bildung von 
Fusionsproteinen geschaffen werden, wie sie z.B. fiir die Expression prokaryo- 
tischer Gene in Eukaryonten ndtig sind. ■ 
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Dxe Subklonierung des 2.8 Kilobasen .groBen Sacl/Sall-Fragments aus 
PKJS32 in die Phagenvektoren MT3tgT30 und M13tg131 , wie sie im Beispiei 16 
beschrxeben wird. stellt eine Mcgiichkeit dar. urn das Gen tfdA fur eine 
Sequenzxerung zuganglich zu machen. Durch Modifikation der Doppelstrang- 
DNA der rekomfainanten Phagen MJSS'030 and MJSS'031 konnen weitere Ver- 
anderungen an der Insert-DMA vorgenomroen werden. 

Die erf xndungsgemafen Piasmide konnen ferner durch Modifikation aus 
tfdA-haltigen Plasmiden hervorgehen. Durch Behandlung solcher Piasmide 
mit einer oder mehreren RestriktionsstteJieasen , eventueller Behandlung 
mxt Exonukleasen und anschliefiender Wiederverknupfung der DNA-Enden zu 
exnem ringformigen Molekiil, erhalt man deletierte, d.h. urn einen bestinroten 
DNA-Abschnitt verkleinerte Piasmide, welche ein weiterhin intaktes tfdA-Gen 
en thai ten konnen. 

So ist es z.B. moglich, durch Entfemen von definierten DNA-Fragmenten 

aus den Plasmiden pKJS31 und pKJS32 das darin enthaltene 3 Kilobasen 

grooe insert bis- zu der XbaX-Schnittstelle auif der einen Seite und bis zu 

der Sali-schnittsteile auf der anderen Seite zu verklexnern, ohne daB die 

Aktxvitat von tfdA dabei verloren gent. Die so erzeugten. In den Beispielen 

4, 5 und 7 beschriebenen Piasmide pKJSB330, pK JS (X)630 und pKJS32RHAS' sind 

xn der Lage, tfdA-Genaktivxtat zu exprxmieren. Auf diese Weise kann die 

Lage des Gens auf ein 1,4 Kilobasen groGes . Xbal/Sall-Fragment eingegrenzt 
werden . 

Durch die in Beispiei 16 beschriebene Deletion von verschieden langen DNA— 
Abschnxtten aus den doppelstrangigen Formen der rekomfainanten Phagen MJSS ■ 
030- und kjss. 031 mittels Exonukiease IIX, kann eine Reihe von Phagen er- 
zeugt werden, tei denen jeweils verschiedene Bereiche der klonierten DNA dem 
Startpunkt fiir die Sequenzxerung; am nachsten liegen. Die Sequenz eines 2 
Kilobasen groOen Bamfli/sall-Fragments kann dann aus den iiberlappend sequen- 
zxerten Teilbereichen zusammengesetzt werden. Aus der FCenntnis der Basen- 
sequenz lasseri sich dann weitere Eigenschaften der tfdA enthaltenden DNA 
ablexten, wie z. B. die Lage und Lange der kodierenden Region und die Lage 
von Restriktionsschnittstellen, was fiir die weitere Verwendung . von tfdA von 
erheblichem Nutzen sein kann. 
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Durch Deletion von DNA-Fragmenten aus tfdA enthaltenden Plasmiden bzw. 
durch Subklonieren von DNA-Fragmenten kdnnen auch weitere erf indungsge- 
mane Plasmide erhalten werden, die nur noch Teile eines tfdA-Gens ent- 
-haiten. So entsteht z.B. durch Subklonieren des 1 .5- Kilobasen groCen 
EcoRI/BamHI-Fragments aus pKJS32 in pKT231 das Plasmid pKJEAB130, das 
nur noch das 5 • -Ende von tfdA, d.h. den Promo tor und die fur den N-Terminus 
kodierende Sequenz, enthalt und das nicht mehr zur Expression eines en- 
zymatisch aktiven Genprodukts befahigt ist. Teile von Genen kdnnen zur Kon- 
struktion von Plasmiden Verwendung finden, bei denen das 5' -Ende einer ko - 
dierenden DNA einschliefilich deren Promo tor im gleichen Leseraster mit 
dem 3' -Ende einer anderen kodierenden DNA verkniipft sind und die somit 
zur Expression eines sogenannten Fusionsproteins in denjenigen Organismen 
fiihren, die den jeweiligen Promoter erkennen. 

Eine weitere Mdglichkeit der Modifikation der erfindungsgemaflen Plasmide 
besteht in der Insertion eines fremden DNA-Segments . Die Insertion kann zur 
Einfiigung neuer funktioneller DNA-Sequenzen dienen, z.B. von Restriktions- 
schnittstellen, Promo toren, Resistenzgenen, Translations- und Trans- 
• kriptionsstopsignalen. Die Insertion eines Xeils einer fremden Gensequenz 
kann auch zur Bildung von Fusions pro teinen fiihren. 

Ein Beispiel fiir die Insertion einer fremden DNA ist die Insertion des 
Omega-Fragments in die Bglll-Schnittstelle des Plasmids pTJS'X535, die 
inmitten der kodierenden aagicn-rai. .tfdA gaLagEn. ist (Bsdspial 11). Mit diesem Frag- 
ment werden Translations-Stopkodons in alien Leserastern und Transkriptions- 
Stopsignale zusammen mit einer selektierbaren Antibiotikaresistenz einge- 
baut. wie durch spezifische radioaktive Markierung des Genprodukts sowie 
durch in vivo Enzymetest auf 2 .4-O-monooxigenase (Beispiel 15) nachge- 
wiesen werden kann, fiihrt dies zur Expression eines verkiirzten, nicht mehr 
enzymatisch aktiven Proteins durch das rekembinante Plasmid pTJS ' \535omega. 

Klonierte Fragmente, die tfdA Oder Teile von tfdA enthalten, kdnnen zur De- * 
tektion homo lege r DNA-Sequenzen und damit zum Auffinden von tfdA-Genen in 
anderen Organismen dienen. Dazu werden diese Fragmente aus den erfindungs- 
gemarten Plasmiden mit Hilfe geeigneter Restriktionsenzyme herausgeschnit- 
ten, isoliert und nach literaturbekannten Methoden z.B. durch Radionuklideinbau 
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markiert. Durch das bekannte Verfahren der Hybridisierung konnen in der 
gesamten DNA eines Organismus oder. in einer daraus hergesteiiten Genbank 
Fragmente identif iziert werden, die eine Homologie mit tfdA aufweisen. 
Auf diese Weise konnen auch unter einer Population verschiedener "Organismen 
jene erkannt werden, die eine solche mit tfdA homologe Sequenz enthalten. 
Das Verfahren kann zum Auf spur en neuer 2,4-D abbauender Organismen scwie 
zum Auffinden von tfdA-Genen in dies en Organismen verwendet we r den. 

tfdA-Gene konnen entweder direkt mit Hilfe der erfindungsgemaBen Plasmide, 
soweit sie dafiir geeignet sind, oder nach Veranderung mittels bekannter 
Verfahren der Gent echnik auf andere Organismen ubertragen werden. Die 
Ubertragung kann den Zweck verfolgen, die von tf dA kodierte , 2 , 4-Dwrtono- 
oxigenase in diesen Organismen zu exprimieren und diesen damit die Eigen- 
schaft zu verschaffen, 2,4-D oder 2 , 4-D-ahnliche Substanzen abbauen zu 
konnen. 

So ist es z.B. moglich, durch den in Beispiel 14 beschriebenen konjugativen 
Transfer tfdA-haitiger Piasmide mit breitem Wirtsbereich in verschiedene 
gram-negative Bakterien diesen die Fahigkeit zu verleihen, 2,4-D oder 
2 , 4-D-ahnliche Substanzen zu <lem korrespondierenden Phenol* umzusetzen. In 
Verbindung mit einer dem jeweiligen Stamm eigenen Abbaulei stung kann dies 
zu einer Erweiterung des Spektrums der von diesem Stamm abbaubaren Ver- 
bindungen flihren. Der Stamm Alcaligenes eutrophus JMP222 besitzt z.B. Gene 
fur die Metabolisierung von Phenol. Die Expression von tfdA vermittelt ihm 
scmit die voliig neue Moglichkeit, Phenoxyessigsaure als Wachstumssubstrat 
zu nutzen. Der Stamm Pseudomonas B1 3 kann sowohl Phenol als auch 
4-Chlorphenol metabolisieren, und erhalt durch tfdA auf analoge Weise die 
Fahigkeit zum Wachstum auf Phenoxyessigsaure und 4-Chlorphenoxyessigsaure . 
Ebenso ist der Abbau verschieden sufostituierter Phenoxyessigsauren wie 
4-Chlor-2 -methylphenoxyessigsaure , 2,4, 5-Trichlorphenoxyessigsaure und 
ahnlicher Verbindungen durch Organismen . denkbar , welche tfdA enthalten und 
die korrespondierenden Phenole umsetzen konnen. Wenn die damit erreichbare 
Erweiterung" des Spektrums dier Abbauleistungen eines Organismus auch nicht 
in jedem Falle zur' Schaffung einer neuen, in der Natur bisher nicht ver- 
wirklichteh Eigenschaf t flihrt, so kann sie dcch zu einer qualitativen Ver- 
besserung dienen, insofern als damit Stamme mit einer im Vergleich zu 
Wildtypstammen hdheren Abbauleistung konstruiert werden konnen, oder solche 
rnit einer hdheren Tbleranz gegenuber mdglicherweise toxischen Substraten 
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cder Produkten eines Abbauweges. So Iche Stamme wurden sich speziell unter 
Sedingungen als niitzlich erweisen, wie sie nicht in natiirlicher Umgefcung, 
sondern in kiinstlichen Systemen wie z.B- in Klaranlagen zur Reinigung in- 
.„ .dustrieller Abwasser vor herrschen . Eine Ubersicht uber die bisher auf dem 
Gebiet des mikrobiellen Abbaus haiogenierter arcmatischer Verbindungen mit 
Hiife neukonstruierter Stamme erreichbaren Leistungen wurde kiirzlich ver- 
dffentiicht ^D. Ghosal, I.-S. You r D.K. Chatter jee, A.M. Chakrabar ty . 
1985. Microbial degradation of haicgented compounds . Science 228:1 35-1427. 

Eine weitere Verwendungsmdgiichkeit fur das Gen tfdA steilt seine Ubertra- 
gung auf Pflanzen dar. Methoden zur Transformation von Pflanzen mit freroder 
DNA sind in der Literatur bekannt und erprobt. Bisher sind im Wesentlichen 
zwei Verfahren zu unterscheiden : Die eine bedient sich der Funktionen des 
Ti-Plasmids aus Agrobacterium tumefaciens, die andere basiert auf der 
Transformation pflanziicher Protoplasten unter Zuhilfenahme physikalischer 
und chemischer Agentien wie Elektroporation , Hitzeschock, Kalziumchlorid- 
oder Poiyethyienglykolbehandlung. Wahrend die Transformation pflanziicher 
Zellen durch die eine oder- andere Methode prinzipiell immer moglich ist , 
gelingt nicht in jedem Fall die Regeneration ganzer Pflanzen aus einzelnen 
"Zellen oder Zellgeweben. Dies steilt im Moment das Haupthindernis fiir die 
gentechnische Manipulation von monoko.tylen Pflanzen dar. 

Bevorzugtes Ziel der Transformation von Pflanzen mit tfdA ist die Expres- 
sion der Geneigenschaf t , d.h. der 2 , 4-D-monooxigenase-Aktivitat in der 
transf ormierten Pflanze. Die Pflanze ware, damit in der Lage, die in niede- 
ren Konzentrationen als auxinanaloges Pf lanzenhormon .und - in hohen Konzen- 
trationen als Wuchshemmstof f wirkendeh Derivate der Phenoxyessigsaure zu 
den phytochemisch unwirksamen Phenolen abzubauen. Socnit kame dieser Eigen- 
schaft eine Bedeutung als selektierbarer Marker fiir genetisch transf ormierte 
Pflanzen zu. 

Damit -ein prokaryotisches Gen wie tfdA in Pf lanzenzellen exprimiert werden 

kann, mull es mit den fiir die Transkription und die Translation notwendigen 

li- 

pf lanzen^jjpezif ischen Signalsequenzen gekoppelt sein. Es sind Hinweise be- 
kannt, dalih diese Koppelung durch die zuf allsgesteuerte Integration eines 

i^'f • - 

Gens in dSas Genom einer damit - transf ormierten Pflanze stattfinden kann. 
Prokaryotische Gene werden jedoch bevorzugt in vitro mit den geeigneten 
pf lanzenspezif ischen Expressionssignalen kcmbiniert. Ein allgemein anwend- 
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bares Verfahren besteht z.B. darin, daQ das S'-Ende eines' Strukturgens ein- 
schlieGlich des dazugehorigen pflanziichen Promoters mit der kedierenden 
Sequenz des prokaryotischen Gens in der Weise verkniipft wird, dafl in einer 
damit transformierten Pflanzenzelle ein Fusionsprotein sythetisiert wird, 
das aus den N-terminalen Aminosauren des Pflanzenproteins und einem iiber- 
wiegenden Anteil des prokaryotischen Proteins besteht und das in seinen 
wesentlichen Eigenschaf ten dem prokaryotischen Protein gleicht £*.T. Fraiey 
et al. 1983. Expression of bacterial genes in plant cells. Proc. Natl. 
Acad. sci. USA 80:4803. J. Paszkowski, and m.W. Saul, 1986. Direct gene 
transfer to plants. In s.P. Colowick and N.A. Kaplan (ed. ) , Methods in 
Enzymology 17 8:6687. Eine ahnliche Methode verwendet nur den pflanziichen 
Promoter einschlieBlich eines Teils der 5<-untran sla tierten Region der 
transkribierten m-RNA und verzichtet auf das 5'-Ende der kodierenden Region 
exnes pflanziichen Gens. Bex der Expression in Pflanzen dient dann ein 
ATG— Kodon des prokaryotischen Genteils als Start fiir die Translation. In 
analoger Weise lassen sich die Expressionssignale von Pflanzenviren ver- 
wenden Ji. Brisson, and T. Hohn. 1986. Plant virus vectors; cauliflower 
mosaxc virus. In S. P. Colowick and N . 0. Kaplan (ed. ) , Methods in 
Enzymology ll8:659_7.Vektoren fur die Expression prokaryotischer Gene in 
^ pflanzen sind liter aturbekannt und stehen allgemein zur Verfiigung. 

Voraussetzung fur die Konstruktion eines in Pflanzen exprimierbaren Gens 
aus exnem prokaryotischen Gen mit Hilfe der genannten Vektorplasmide ist 
dxe Kenntnis der Basensequenz , wie sie fiir das Gen tfdA vorliegt Sie er- 
laubt die exakte Lokalisation von Restriktionsschnittstellen und ermoglicht 
damxt die basengenaue Verkmipfung der verschiedenen DNA-Segmente . Ferner 
ermoglxcht sie erst die gezielte Mutagenese zur Schaffung neuer funktionell 
wxchtxger DNA-Sequenzen . wie z.B. die Einfuhrung von neuen Restriktions- 
schnitts tellen . 

Itn Machstehenden wird die Erfindung an Hand von Zeichnungen und Beispielen 
naher erlautert. In den Beispielen wurden in der Fachwelt allgemein be- 
kannte und erprobte Methoden der Gentechnik benutzt. Die Klonierung von 
Genen und die Analyse von Genstrukturenl|wurden nach den gentrechnischen 
Standardverfahren durchgefuhrt, die befits Eingang in die Lehrbucher von 
E.-L. Winnacker (Gene ..und Klone, Verlagf Chemie, Weinheim. 1985) und von R 
W. Old -und S.B. Primrose (Principles of gene manipulation. Blackwell 
Scientific Publ., oxford. 1985) gefunden haben . in I.k. Setlow und A 
Hollaender (Genetic engineering: principles and methods. Plenum Publ. Corp 
N-Y.) z.B. werden die Methoden und Techniken jeweils auf den neuesten 
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Stand gebracht. Neben den speziellen Veroff entlichungen wurden vielfach 
auch aligemeine Arbeitsvorschrif ten in Form von Laborhandbuchern /R.W, 
Davis et ai. , Advanced bacterial genetics: a manual for genetic engineering. 
T. Maniatis et al.. Molecular cloning; T.J. Silhavy et al. , Experiments ' 
-:-with gene fusions, alle aus Cold Spring Harbour Lab. , N.Y.; A. Piihler and 
K.N. Timmis, Advanced molecular genetics, Springer, Berlin, 1984; D.M. 
Glover, DNA cloning: a practical approach, JRL Press, Oxford, Washington, 

D. c. , 198§7 herangezogen. 

Am 28 . August 1 986 wurden bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen 
(DSM) in Gdttingen, Bundesrepublik Deutschland, folgende Mikroorganismen 
hinterlegt (Hinterlegungsnummer) : 

E. . coli HMS 174 (£/T7-5) (DSM 3829) 
. E. coli HMS 174 (pT7-6) (DSM 3830) 

E. coli JA 221 (pGSS33) (DSM 3831 ) 

E . coli LE 392 (pTJSS'035) (DSM 3832) 

E. coli HB101 (pVKIOI) (DSM 3833) 

E. coli SK1592 (pKT231 ) (DSM 3834) 

E. coli S17-1 (pKJS31) . (DSM 3835) 

E. coli SI 7-1 (pKJS32 RHAS 1 ) * (DSM 3836) 

E. coli SI 7-1 (pKJS(X)630) (DSM 3837) 

E. coli SBC107 (pRMED (DSM 3838) 

E. coli K38 (pCT1-2/pTJS'X535) (DSM 3839) 

Alcaligenes eutrophus JMP134 (pJP4) (DSM 3840) 

Alcaligenes eutrophus JMP222 (DSM 3841 ) 

Alcaligenes eutrophus JMPl34:Tn5-2 (pJP4:Tn5-2) (DSM 3842) 
Alcaligenes eutrophus JMP134:Tn5-4 (pJP4:Tn5-4) (DSM 3843) 
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Eeschreibung der Abbildunqen: 



Abktirzungen : 

Ap 

Km 

kb 

M 

kD 

Abbildungen : 
Abb. 1 



- Ampicillinresistenz 
Kanamycinresistenz 
Kilobasen 

Molekulargewichtsmarker 
Kilodalton 

zeigt die Herkunft und die Restriktionskarte des 21 kb 
groGen, aus pJP4 klonierten Hindi II-Fragments (Beispiel 
1 ) und der davon abgeieiteten Subfragmente (Beispiel 
3 bis 7 ) , sowie die Expression des - Phenoxyessigsaure- 
abbaus in Alcaligenes eutrophus JMP222 durch die ent- 
sprechenden Plasmide mit breitem Wirtsbereich (Bei- 
spiel 14). Der Pfeil markiert die genaue Lage von 
tfdA im Plasmid pJP4. 



Abb. 2, 3, 4 



Abb. 5, 6 7 



Abb. 7 b 



- zeigen die von pKT231 abgeieiteten Plasmide, die tfdA 
oder Teile von tfdA enthalten (Beispiele 3 bis 7).. Die 
diinnen Linien bezeichnen den van Vektorplasmid 
stammenden Anteil, die dicken Linien bezeichnen das aus 
pJP4 stammende Insert. 

zeigen die von den T7-Promotorplasmiden pT7-5 und pri-6 
abgeieiteten Plasmide mit tfdA enthaltenden Insertfrag- 
menten (Beispiele 8 bis 11). Die diinnen Linien bezeich- 
nen den van Vektorplasmid stammenden Anteil , die dicken 
Linien bezeichnen das aus pJP4 stammende Insert, 
zeigl: die Insertion des Omegafragments in das Plasmid 
pTJS ' X535 (Beispiel 11). 



Abb. 8 



zeigt spezifisch radioaktiv markierte Proteine auf dem 
Autoradiogramm eines Polyacrylamid gels, die von den 
tfdA enthaltenden Plasmiden mit Hilfe des T7-Promotors 
in hoher Ausbeute exprimiert werden (Beispiel 15). 1 : 
pTJSS'035, 2: pTJS , B435, 3: ^JS , X535 / 4: pTJSS*036, 5: 
E*TJS , B436, 6: pTJS*X536. a bezeichnet vollstandig 
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markiertes Gesamtzellprotein , b bezeichnet nach 
Induktion des T7-Promotors spezifisch markiertes 



Abb. 9 



.Abb. ' 10 



Protein . 

- zeigt das von Plasmid cflVJS 1 X535ocnega mit Hilfe des 
T7-Promotors exprimierte , verkiirzte tfdA-Genprodukt 

(2b) im Vergleich zum unverkurzten , von pa\JS'X535 
exprimierten Protein (3b) und zum insertfreien 
Vektorpiasmid pT7-5 (1b). a bezeichnet vollstandig 
markiertes Gesamtzellprotein, b bezeichnet nach 
Induktion des T7-Promotors spezifisch markiertes 
Protein. 

- zeigt die Basensequenz des 2058 Basen langen 
BamHI/Sall-Fragments, auf dem das Gen tfdA van 5 1 -Ende 
zum 3 ' -Ende hin transkribiert wird. Die Pf eile 
bezeichnen den Anfang und das Ende der kodierenden 
Region von tfdA ( Beispiel 16). 
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ggjrgP* ei 1 : H erst ^ J : j; un g_ggg £Lasmids_pVJH21 
a) Isolierung der Piasmide pJP4 und pVKlOl 

Alcaligenes eutrophus JMP1 34 wird in 250 ml PYF-Medium (Pepton, 3 g/1; 
Hefeextrakt, 3 g/1; Fructose, 2 g/1) 16 Stunden bei 30 °C angezogen. Aus 
den abzentrifugierten Zellen wird das Plasmid pJP4 nach dem Verfahren aus 
J. Bacterid. 135:227 (1978) isoliert. Das Plasmid pVKl Olfv.C.Knauf et al., 
Plasmid 8:45 (1982^ wird aus E. coli HB101 nach dem allgemein bekannten 
Verfahren der alkalischen Lyse von T. Maniatis et al. (Molecular cloning: 
a laboratory manual. Cold Spring Harbour, Laboratory, Cold Spring Harbour, 
New York., 1 982) isoliert. 

b) Klonierung des 21 Kilobasen Hindlll-Fragments aus pJP4 

Eine Reaktionsmischung, bestehend aus 20 ul (500 ng) pJP4, 2.5' ul TAS-Puf- 
fer (0.33 M Tris-acetat, 0.65 M Kaliumacetat , 0 . 1 M Magnesiumacetat , 
5 mM Ditniothreitol (DTT) , 30 mM Spermidin, pH 7.9) und 2.5 ul (1 Unit) 
einer verdtinnten Hindlll-Losung . werden 120 min bei 37 «c inkubiert. Eine 
weitere Reaktionsmischung, bestehend aus 50 ul (14 ug) pVKTOl , 5.5 ul 
TAS-Puffer und 1 ul (20. Units) unverdiinnter Hindlll-Losung , werden 90 min 
bei 37 °c inkubiert, danach wird 1 ul (30 Units) Calf Intestinal Alcaline 
Phosphatase (DIP, Boehringer Mannheim) zugesetzt und weitere 60 min inku-^ 
biert. 9 ul von jeder der beiden Reaktionsmischungen werden' auf einem 0 . 7%igen 
Low-*feiting-Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wird an- 
schlieGend T 5 min in einer Ethidiumbromidlosung (5 ug/ml) gefarbt und die 
DNA-Banden im UV 300nm sichtbar gemacht . Die einzelne 20 kb Bande der 
PVTO 01 -Restriction sowie die zweitgroflte Bande (21 kb) der pJP4-Restriktion 
werden aus dem Gel ausgeschnitten , beide Banden werden vereinigt, und die 
DNA wird aus der Agarose nach dem Verfahren von T. Maniatis et al . (Molecular . 
cloning: a laboratory manual. Cold Spring Harbour Laboratory, Cold Spring 
Harbour, New York, 1 982) isoliert. Die ethanolgefallte DNA wird in 10 ul 
Ligationspuffer (66 mM Tris-HCl. 6.6 mM MgC^, 1 0 mM DTT , 1 mM ATP , pH 7.5) 
aufgenommen, mit 1 ul (0.1 Unit) verdiinnter T4— DNA— Lig ase ve'rsetzt und 16 
Stunden bei 14 'C inkubiert (=Ligationsansatz ) . Kompetente Zellen von E. 
coli SI 7-T [Biotechnology 1 :784 (1983)] werden nach dem Verfahren von T.J. 
Silhavy et al . (Experiments with gene fusions. Cold Spring Harbour Laboratory. 
Cold Spring Harbour, New York, 1 984) hergestellt. 0.2 ml der so gewonnenen 
kcmpetenten Zellen werden mit 5 ul Ligationsansatz gemischt, 40 min auf Eis 
belassen, dann 3 min auf 42 °C erhitzt .(^Transformation), anschlieBend mit 
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2 mi LS— Medium nach T. Manlatis et al . (vgl. oben) verdiinnt und 60 min bei 
30 °C inkubiert (= phano'typische Expression). Danach werden Portionen von 
je 0.2 mi auf LB-Agar-Platten , enthaltend 10 ul/mi Tetracyclin, ausgestri- 
chen. Die Platten werden 16 Stunden bei* 37 a C bebriitet. Es zeigen sich 
mehrere Tetracyclin-resistente Kolonien. 

c) Identif izierung von pVJH2 - 

Aus den so gewonnenen Tetracyciin-resistenten Kolonien wird nach dem Ver- 
fahren der aikalischen Lyse eine Schnellpraparation der Plasmid-DNA durch- 
gefiihrt, wie sie von T. Maniatis et al. beschrieben wird. Durch das oben 
beschriebene Verf ahren der Behandlung mit alkalischer Phosphatase wird ge- 
wahrleistet, dafl jeder der Tetracyciin-resistenten Klone das gewiinschte 
Insert enthalt. Durch Restriktionsenzymverdauung mit EcoRI und anschlieGende^ 
elektrophoretischer Trennung der DNA-Fragmente 'in elnem *0 . 7%igen Agarosegel 
nach T. Maniatis et al. (vgl. oben) werden die rekcmbinanten Piasmide iden- 
tif iziert. Durch vergleich der GrbBen der erhaltenen EcoRI-Fragmente mit 
den. GrdBenverhaltnissen, die beziiglich EcoRI und Hindlll fiir pJP4 und 
pVK101 aus der Literatur bekannt sind[R.H. Don, J". Bacteriol. 161:466 
(1985) und V.C.Knauf et al. Plasmid 8:45 (1982^, geiingt eine genaue Iden- 
tif izierung der Insert-DNA sowie seiner. Orientierung ira^Vektorplasmid pVKIOI . 



d) Restriktionskarte des Hindlll-Inserts in pVJH21 

Ein so gewonriener Stamm, der das Plasmid pVJH21 enthalt, wird iri 400 ml 
LB-Med±um, das 20 ug/mi Tetracyclin enthalt, 16 Stunden bei 37 °C angezogen. 
Alls * den abzentrifugierten Zellen wird die Plasmid-DNA nach der Methode der 
aikalischen Lyse nach T. Maniatis et al. (vgl. oben) isoliert. Die isolierte 
Plasmid-DNA von pVJH21 wird in verschiedenen Ansatzen mit den Enzymen EcoRI , 
BamHI und SacI einzeln, sowie mit folgenden 9 Kcmbinationen mehrerer Enzyme 
verdaut :• EcoRI /BamHI (1), EcoRI/SacI (2), BamHI/SacI (3), Hindlll/EcoRI (4), 
Hindlll/BamHI (5), Hindlll/SacI (6), Hindlll/EcoRI/BamHI (7), Hindlll/EcoRI/ 
SacI (8) und Hindlll/BamHI/SacI (9). Die DNA-Fragmente werden in einem 
0 , 7%igen ■ Agarosegel nach T. Maniatis et al. (vgl. oben) aufgetrennt und 
ihre GrdGen werden durch Vergleich mit Hindlll-geschni'ttener lambda-DNA er- 
mittelt. Mit den daraus gewonnen Daten wird zusammen mit den flir die Piasmide 
pJP4[R.H. Don, J. Bacteriol. 161:466 (1985)Jund pVXI 01 [Vc.Knauf et al. 
Plasmid 8:45 ( 1 982 j] bezuglich EcoRI , BamHI und Hindlll bekannten GrdOen- 
verhaltnissen die Restriktionskarte erstellt. 
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§gigg^g^_^j_Jjg£g^gj:j^g_ ( j es Plasmids p GJ53 

a) rsolierung der- Plasmide pVJH21 und pGSS33 

Der rekombinante Stamm E. coli SI 7-1 , der das in Beispiel 1 hergestellte 
J>lasmid pVJH21 enthalt/ und E. coli JA221 mit dem Vektorplasmid pGSS33 
(G.S. Sharpe Gene 29:93 (1 984)] werden in je 300 ml L3-ttedium, das 20 ug/ml 

Tetracyclin enthalt, 16 stunden bei 37 °C angezogen. Aus den abzentri- 

fugierten Zellen werden die beiden Plasmide nach der Methode der aikalischen 

Lyse nach T. Maniatis et al. (vgl. oben) isoliert. 

b) Klonierung von SacX-Fragmenten aus pVJH2l 

Eine Reaktionsmischung , bestehend aus 10 ul (5 ug) pVJH2l , 10 ul (1 ug) 
-PGSS33, 4 ul TAS-Puffer, 16 ul Wasser und 0.5 ul (10 Units) SacI, wird 
90 min bei 37 "C inkubiert. Das. Restriktionsezym wird anschlieflend durch 
15 miniitiges Erhitzen auf 68 =C inaktiviert. Die DNA wird mit Ethanol ge- 
fallt nach T. Maniatis et al. (vgl. oben) und der getrocknete Niederschlag 
in 40 ul Ligationspuffer aufgenommen. Nach Zusatz von 1 ul (1 Unit) 
T4 — DNA— Ligase wird der Ligationsansatz 16 Stunden bei 14 "c inkubiert. 
E. coli LE392(n.E. Murray et al. Mol. Gen. Genet. 150:53 ( 19772} wird nach 
dem Verfahren von T.J. Silhavy et al . (Experiments with gene fusions. Cold 
Spring Harbour Laboratory. Cold Spring Harbour, New York," 1984) fur die 
DNA-Aufnahme kcmpetent gemacht, 0.2 ml kompetente Zellen werden mit 5 ul 
Ligationsansatz gemischt, 40 min auf Eis belassen und durch 3minutiges Er- 
hitzen auf 42 °C transformiert. Nach Verdiinnen mit 2 ml LB-Medium und In- 
kubation bei 30 °C werden Portionen von 50 ul bis 200 ul auf LB-Agar-Plat- 
ten, die 20 ug/ml Chloramphenicol enthaiten, ausgestrichen. Die Platten 
werden 16 Stunden bei 37 °c inkubiert. 

c) Identifizierung rekombinanter Plasmide 

Die so erhaltenen Chlxramphenicol-resistenten ECone werden parallel auf zwei 
LB-Agar-Platten ausgestrichen. wovon eine 25 ug/ml Streptcmycin, die 
andere 20 ug/ml Chloramphenicol enthalt. Aus Eaonen, die sich bei diesem 
Test als S treptomycin-sensi ti v erweisen, wird die Plasmid-DNA mit Hilfe des 
Schnellverfahrens der aikalischen Lyse nach T. Maniatis et al. (vgl. oben) 
isoliert. Durch Restriktion der isolierten Plasmide mit SacI, elektropho- 
retischer Auftrennung der DNA-Fragmente auf einem 0.7*igen Agarosegel und 
Vergleich der im UV 300 nm sichtbaren Banden mit bekannten Fragmenten einer 
Hindlll-Restriktion der lambda-Phagen-DNA wird die Grofie der im Vektor pVK101 
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enthaltenen Inserts ermittelt. Bei dem Plasmid pGJS3 handelt es sich um ein 
rekombin antes Plasmid aus pGSS33 und einem 3 Kilobasen groOen DNA-Fragment . 
Da das Plasmid pVKIOt selbst keine Schnittstelle fiir Sad besitzt, stammt 
*. *das klonierte DNA-Fragment eindeutig aus dem 21 Kilobasen grofien Hindi II- 
Fragment von PJP4. , 

Beispiel_3^Jterstel^^ und pKJS32 

a) Isolierung der Plasmide pGJS3 und pKT231 

Der in Beispiei 2 hergestellte Stamm E. coli LE392, der das rekombinante 
Plasmid pOJS3 enthalt, wird in 400 ml LB -Medium mit einem Zusatz von 
20 uq/mL Chloramphenicol 16 Stunden bei 37 °C angezogen. E. coli SKI 592 mit 
dem Vektorplasmid pKT23l|~M. Bagdasarian et al., Current Topics in Micro- 
biology and Immunology 96:47 { 7 9827J wird in 400 ml LB-Medium mit einem Zu- 
satz von 50 ug/ml Kanamycin unter den gleichen Bedingungen angezogen . Aus 
den abzentrifugierten Zellen werden die beiden Plasmide nach dem Verfahren 
der alkalischen Lyse nach T. Maniatis et al. ( vgl . oben) isoliert. 

b) Umklonierung des Sacl-Fragmentes aus pGJS3 in pfCT231 

Eine Reaktionsmischung, bestehend aus 40 ul (400 ng) pGJS3 , 4 ul (100 ng) 
pKT231 , 6 ul TAS-Puffer, 9 ul^Wasser und 1 ul (1 Unit) verdiinnte Sacl-Ld- 
sung, werden 120 min bei 37 °C inkubiert. Durch anschliefiendes Erhitzen der 
Reaktionsmischung 'auf- 68 °C fiir 1 5 min werden die Restriktionsenzyme inak- 
tiviert. Zu dem Ansatz werden 39 ul Wasser, 10 ul 1 0-f ach konzentrierter 
Ligationspuf fer und 1 ul (0.1 Unit) einer verdiinnten T4— DNA-Ligase hinzu- 
gefiigt und der Ligationsansatz 16 Stunden bei 14 °C inkubiert. 0.2 ml kcm- 
petente Zellen von E . coli LE392 , hergestellt nach dem Verfahren von 
T.J. Silhavy et al . (Experiments with gene fusions. Cold Spring Harbour 
Laboratory, Cold Spring Harbour, New York, 1984), werden mit 10 ul des 
Ligationsansatzes gemischt, '40 min auf Eis belassen, 3 min auf 42 °C erhitzt, 
mit 2 ml LB-Medium gemischt und 60 min bei 37 °C inkubiert. Portionen von 
50 ul bis 200 ul werden auf LB-Agar-Platten ausgestrichen , die 50 ug/ml 
Kanamycin en thai ten . Die Platten werden 16 Stunden bei 37 °c inkubiert. 

c) Identif izierung der rekombinanten Plasmide 

Die so erhaltenen Kanamcyin-resistenten Klone werden parallel auf drei 
verschiedenen LB-Agair-Platten ausgestrichen, wovon eine 25 ug/ml Strep- 
tomycin, die zweite 20 ug/ml Chloramphenicol und die dritte 50 ug/ml 
Kanamycin en thai t. Klone*, die sich in diesem Test als Streptomycin- und 
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Chloramphenicol-sensitiv, aber als Kanamycin-resistent erweisen, enthalten 
im Regelfalle ein rekombinantes Plasmid aus dem Vektor pKT231 ( Kanamycin- 
resistenz) und dem 3 Kilobasen groGen Sacl-Fragment aus pGJS3. Durch Iso~ 
lierung der Plasmid-DNA nach dem bekannten Schnellverf ahren nach T. Maniatis 
et al. (vgl. oben) , Restriktion der DNA mit Sad und anschlieBender Analyse 
. der Fragmente durch Elektrophorese in einem 0.7%igen Agarosegel wird die 
GroGe der inserierten DNA bestimmt. Durch eine in gleicher Weise ausgefuhrte 
Restrictions analyse, mit EcoRI werden Plasmide mit unterschiedlicher Orien- 
tierung des Inserts , in Relation zum Vektor plasmid identif iziert. Bei dem 
Plasmid pKJS32 handelt es sich urn diejenige Form der fceiden Mdglichkeiten, 
bei der die EcoRI-S telle des Inserts am nahesten bei der EcoRX-S telle des 
Vektoranteils liegt. Dieses Plasmid ergibt zwei EcoRJ-Fragmente der GroGen 
0.9 und 15 Kilobasen. Das. Plasmid pfCJS31 stellt die Konstruktion mit der 
entgegengesetzten Orientierung des Inserts dar, es liefert* zwei EcoRI-Frag- 
mente der GroGen 2.3 und 13.5 Kilobasen. . 

^ispiel_4^_Hergtellung des Plasmids pKJSB330 

a) Isolierung des Plasmids pKJS31 

Der in Beispiel 3 erhaltene fClon von E. coli LE392 f der das neukanbinierte 
Plasmid pKJS3f^enthalt, wird in 400 ml LB- Medium mit einem Zusatz von 
50 yg/ml Kanamycin 16 Stunden bei 37 °C angezogen und aus den abzentrifu- 
gierten Zellen wird die Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse nach T. 
Maniatis et al, (vgl. oben) isoliert. 

b) Deletion des kleineren BamHI-Fragments aus pKLTS31 

Eine Reaktionsmischung, bestehend aus . 1 0 ul (500 ng) pKJS31 , 7 \±1 Wasser, 
.2 Ml TAS-Puffer ind. 1 \±1 (1 Unit) einer verdiinnten BamHI-Losung, wird 60 min 
bei 37 *C inkubiert und anschlieBend die enzymatische Reaktion durch Er- 
hitzen auf 68 °C fiir 15 min gestoppt. Der Restriktionsansatz wird dann mit 
50 ul .Wasser, 8 ul 1 0-fach, konzen trier tern Ligationspuffer und 2 \il (2Units) 
T4-DNA— Ligase verse tzt und 16 Stunden bei 14 °C inkubiert.- 0.2 ml kompetente 
Zellen von E. coli S1 7-1 , hergestellt nach dem bekannten Verf ahren von T.J". 
Silhavy et al . (Experiments with gene .fusions. Cold Spring Harbour Labo- 
ratory, Cold Spring Harbour, New York, 1984), werden mit 10 ul des Ligations- 
ansatzes gemischt, 40 min auf Eis belassen, 3 min auf 42 °C erhitzt, mit 
2 ml LB -Medium gemischt und 60 min bei 37 °C inkubiert. Poirtionen von 50 yl 
bis 200 ul werden auf LB-Agar-Platten ausgestrichen , die 50 ug/ml Kanamycin 
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en thai ten. Die Platten werden 16 Stunden bei 37 °C inkubiert. 
c) Identif iziemng der verkleinerten Plasmide 

Aus den so erhaltenen Kanamycin-resistenten Klonen wird die Plasmid-DNA 
mittels des bekannten Schnellverf ahrens der alkalischen Lyse nach 
T. Maniatis et al. (vgl, oben) isoliert. Durch Restriktion der Plasmide 
mit Bglll und elektrophoretischer Auftrennung der DNA-Fragmente in einem 
0.7%igen Agarosegel werden Plasmide identif iziert, die das kleine BamHI- 
Fragment aus .pKJS31 verloren haben. Diese Plasmide besitzen nur eine ein- 
zige Bglll-Schnittstelle und liefern daher ein Bg III- Fragment von 13,2 Ki- 
lobasen GrbGe. Sie lassen sich damit eindeutig von ihrem Ursprungs- 
plasmid pKJS3l unterscheiden und werden als pKJSB330 bezeichnet. 

i 

Beigpiel 5: Herstellung ^es_Pl^mi^_pKJS32RHAS J 

a) Isolierung der Plasmide pKJS32 und pRMEl 

Der in Beispiel 3 erhaltene Klon von E. coli LE392, der das neukombinierte 
Plasmid pKJS32 enthalt, sowie E. coli SBC107 (pRMEl ) werden in je 400 ml 
LS-Medium mit einem Zusatz von 50 ug/ml K an am yc in 1 6 Stunden bei 37 °C an- 
^gezogen. Aus den abzentrifugierten Zellen werden die Plasmide mittels ai- 
"kalischer Lyse nach T. Maniatis et al. (vgl. oben) isoliert. 

b) Deletion eines Hindlll/Sall-Fragmentes aus pKJS32 und anschlieBende 
Insertion eines Hindlll/Sall-Fragmentes aus pRMEl 

Eine Reaktionsmischung , bestehend aus 10 ui (500 ng) pKJS32 , 10 ul (1 ug) 
pRMEl , 15 ul Wasser, 4 ul TAS-Puffer, 0.5 ul (1 Unit) verdiinnter Hindlll- 
Losung und 0.5 ul (1 Unit) verdiinnter Sall-Losung , werden 120 min bei 
3 7 °C inkubiert und die enzymatische Reaktion durch Erhitzen auf 68 °C 
fiir 15 min gestoppt. Anschlieftend werden 10 ul des Restriktionsansatzes mit 
25 ul. Wasser, 4 ul 10-fach konzentriertem Ligationspuf fer und 1 ul ( 1 Unit) 
T4-DNA-Ligase versetzt und 16 Stunden bei 14 °G inkubiert. Nach einem be- 
kannten Verfahren T.J. Silhavy et al . ^Experiments with gene fusions. Cold 
Spring Harbour Laboratory, Cold Spring Harbour, New York, 1 984), kcmpe tent 
gemachte Zellen von E. coli S1 7-1 werden mit 10 ul des Lagationsansatzes 
gemischt, 40 min auf • Eis belassen, 3 min auf 42 *C erhitzt und nach Ver- 
mischen mit 2 ml LB-Medium 60 min bei LB-Agar-Platten ausgestrichen, die 
50 ug/ml Kan am yc in enthalten. 
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Die Plattea werden 16 Stunden bei 37 °C inkubiert. 
c) Identif izierung der rekombinanten Plasmide 

Aus den so erhaltenen ECanamycin-resistenten EClonen wird die Plasmid-DNA 
mittels des bekannten Schnellverfahrens der alkalischen Lyse nach 
T. Maniatis et ai. (vgl. ofcen) isoliert. Durch Restriktion mit BamHI und 
elektrophoretischer Auf trennung der erhaitenen DNA-Fragmente werden 
Plasmide identif iziert, bei denen ausgehend von pKJS32 der kleinere DNA-Ab- 
schnitt zwischen der auf dem Vektoranteil inmitten des Kanamycin-Resistenz- 
gens geiegenen Hindlll-Schnitts telle und der auf dem Insert gelegenen 
Sall-Schnittstelle entfernt worden ist und durch dasjenige Hindlll/Sall- 
Fragment aus pRMEl ersetzt worden ist, welches das 3 ' -Ende der kodierenden 
Region des Kanamycin-Resistenzgens tragt. Diese Plasmide liefern zwei BamHI- 
Fragmente tnit den Langen 13.3 und 2 . 0 Kilobasen und unterscheiden sich damit 
eindeutig von den Ausgangsprodukten und anderen moglichen Nebenprodukten 
der Ligation. 5ie stelien Kbnstruktionen dar, bei denen ein 0,2 Kilobasen 
groBer DNA-Abschnitt des 3.0 Kilobasen groGen Inserts von pKJS32 entfernt 
wurde und bei denen ein Teil des Kanamycinresistenzgens gegen ein anderes 
Genfragment des gleichen genetischen Ursprungs ausgetauscht wurde. Diese 
Plasmide werden als pKJS32RH&S' bezeichnet. 

Beispie l 6: He rstellung des Pla smids p K JEdB! 30 

a) Isolierung der Plasmide pKT23T und pKJS32 

Die Isolierung von pKT231 wurde in Beispiel 3, die von p*GJS32 in Beispiel 5 
beschrieben. 

b) 'Klonierung des kleineren EcoRX/BamHl-Fragments aus pKJS32 in pKT231 
Zwei ReaJctionsmischungen r die eine bestehend aus 10 ul (500 ng) pKJS32 , 

5 ul Wasser, 2 ul TAS-Puffer und je 1 ul (1 Unit) von verdiinnten Losungen 
der Enzyme EcoRI, BamHI und PstI, die andere bestehend aus 10 ul (250 ng) 
pKT231 , 6 ul Wasser, 2 ul TAS-Puffer und je 1 ul (1 Unit) von verdiinnten 
Losungen der Enzyme EcoRI und BamHX, werden 120 min bei 37 °C inkubiert und 
zum Abstoppen der Reaktion fiir 15 min auf 68 °C erhitzt . Anschliefiend werden 
je 10 ul der beiden Restriktionsansatze gemischt, mit 50 ul Wasser, 8 ul 
10-fach konzentriertem Ligationspuf fer und 2 ul (2 Units) T4-DNA— Ligase 
verse tzt und 16 Stunden bei 14 °C inkubiert. 0.2 ml kompetente Zellen von 
E. coli LE392, hergestellt nach dem literaturbekannten Verfahren von T.J. 
Silhavy et al . (Experiments with gene fusions. Cold Spring Harbour Labo- 
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ratory, Cold Spring Harbour, New York, 7 984), werden mit 10 ui des Liga- 
tionsansatzes gemischt, 40 cnin auf Eis belassen, 3 min auf 42 °C erhitzt, 
mi t 2 ml LB-Medium gemischt und 60 min bei 37 a C inkubiert. Portiorien von 
50 ul bis 200 ul werden auf LB-Agar-Platten ausgestrichen, die 50 ug/ml 
Kanamycin enthalten. Die Plat ten werden 16 Stunden bei 37 °c inkubiert. 

c) Identif izierung rekombinanter Plasmide 

Die so erhaltenen Kanamycin-resistenten Klone werden parallel auf zwei 
LB-Agar-Platten ausgestrichen, wovon eine 25 ug/ml Streptomycin, die andere 
50 uxg/ml Kanamycin enthalt. Aus Klonen, die sich in diesem Test als 
Streptomycin-resistent erweisen, wird die Plasmid-DNA nach dem Schnell- 
verfahren nach T. Maniatis et al. (vgl. oben) isoliert. Restriktion der DNA 
mit Xhol und anschlieflende elektrophoretische Auf trennung der DNA— Bruch— 
stucke in einem 0.7%igen Agarosegel erlaubt die Identif izierung von neu- 
kombinierten Plasmiden, die zwei Xhol-Fragmente mit den GroGen 3.0 und 9.7 
Kiiobasen ergeben. Werden die gleichen Plasmide gleichzeitig mit EcoRI 
und BamHI geschnitten, so ergibt die elektrophoretische Analyse zwei Bruch- 
stiicke der GrdBen 1.5 und 11.2 Kiiobasen. Bei den so identif izierten Plas- 
miden handelt es. sich urn Rekombinanten aus dem groCen EcoRI/BamHI-Fragment 
von pKT231 und dem 1 .5 Kiiobasen grofien EcoRI/BamHI-Fragment, das aus der 
Insert-DNA des Plasmids pKJS32 stammt. Sie werden als pKJEABI 30 fcezeichnet. 

ggigpigl^j_Hgrstellung d es Plasmids pKJS( X ) 6 30 

a) Isolierung des Plasmids pKJSB330 

Der in Beispiel 4 erhaltene Klon von E; coii SI 7-1 , der das neukcmbinierte 
Plasmid pKJSB330 enthalt, wird in 400 ml LB-Medium mit einem Zusatz von 
50 ug/ml Kanamycin 16 Stunden bei 37 °C angezogen und aus den abzentrifu- 
gierten Zellen wird die Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse nach T. Maniatis 
et al. (vgl. oben) isoliert. 

b) Entfernen eines BamHI/Xbal-Fragments aus dem Plasmid p*CJSB330 

Eine Reaktionsmischung , bestehend aus 20 ul ( 1 p*CJSB330 , 15 ul Wasser, 

4 ul TAS-Puffer, 0.5 ul (2 Units) verdiinnter Xbal-Losung und 0.5 ul 
(2 Units) verdiinnter BaniHI-Losung, wird 120. min bei 37 d C inkubiert. An- 
schixeBend werden 20 ul gepuffertes Phanol nach T. Maniatis et al. (vgl. 
oben) zugesetzt, gemischt, nach Zusatz von 20 ul Chloroform: Isoamylalkohol 
(24:1) wird nochmals gemischt und afazentrif Lagiert . Die obere . waflrige Phase 
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wird abgencmmen und mit 120 ul -20 a C kaltem Ethanol gemischt. Die Mischung 
wird 30 min bei -20 °C aufbewahrt und dann abzentr if ugiert . Die gefallte 
DNA wird mit kaltem 70%igem Ethanol gewaschen, im Vakuum getrocknet und in ~ 
2Q ul Klenow-Reaktionslosung (20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 7 m MgCl 2 , TO U/ml 
DNA-Polymerase I ( =Klenowenzym ) ) aufgenomroen. Nach 5 miniitiger Vbrinkuba- 
tion bei 37 °C werden 2 ul einer Losung aller 4 Desoxynukleotidtriphosphate 
(0.125 mM ATP, 0.125 mM CTP, 0.T25 mM OTP, 0.125 mM TIP, Pharmacia) hinzu- 
gefiigt und weitere 5 min inkubiert. Danach wird der Ansatz mit 80 ul Liga- 
tionspuffer, der 25 U/ml T4 —DNA— Ligase enthalt, gemischt und 6 Stunden bei 
Raumtemperatur belassen. AnschlieDend wird 16 Stunden bei 14 'C inkubiert. 
■ 0.2 ml einer Suspension kompetenter ZeUen von E. coli si 7—1 , hergestellt 
nach dem Verfahren von T.J. Silhavy et al. (Experiments with gene fusions. 
Cold Spring Harbour Laboratory. Cold Spring Harbour, New York, 1984), werden 
mit 10 ul des Ligations ansatzes gemischt, nach 40 min Inkubation auf Eis 
durch Hitzehehandlung (3 min, 42 °C) transf ormiert , mit 2 ml LB-Medium ge- 
mischt und 60 min bei 37 *C inkubiert. Von der Zellsuspension werden dann 
Portionen von 50 bis 200 ul auf LB-Agar-Platten ausges trichen , die 50 ug/ml 
Kanamycin enthalten. Die Platten werden 16 Stunden bei 37 °C inkubiert. 

c) Identifizierung der verkleinerten Plasmide' 

Aus den so erhaltenen Kanamycin-resistenten Klonen wird die Plasmid-DNA 
mittels des bekannten Schnellverf ahrens der alkalischen Lyse nach 
T. Maniatis et al. (vgl. oben), isoliert. Durch Restriktion der Plasmide 
mit SmaX und anschlieGender elektrophoretischer Trennung der DNA-Bruch— 
stucke in einem 0.7 %igen Agarosegel werden Plasmide identifiziert, die 
den DNA-Abschnitt zwischen der BamHI-Schnittstelle und der Xbal-Schnitt- 
•5 telle auf dem Insert ion pKJSB330 verloren ' haben . Diese Plasmide liefern 
in der Restriktionsanalyse zwei Smal-Fragmente mit einer Large von 2.6 und 
9.9 Kilobasen und werden als pKJS(X)630 bezeichnet. Sie sind damit ein- 
deutig von dem Ausgangsprodukt pKJSB330 zu unterscheiden . 

^^gjrg 1 - 81 Herst ellung der Plasmide pTJSS' 035 und pTJSS'036 
a) Tsolierung der Plasmide pT7-5 , pT7-6 und pKJS32 

Zwei Stamme von E. coli HMS174, von denen einer das Plasmid pT7-5, der 
andere das Plasmid pT7-6 enthalt, werden in je 400 ml LB-«ediurn nach 
T. Maniatis et al. (vgl. oben) mit einem Zusatz von 50 ug/ml Ampicillin 
16 Stunden bei 37 "c angezogen. Aus den abzentrifugierten Zellen wird die 
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Piasnud-DNA durch das bekannte Verfahren der alkalischen Lyse nach T. Maniatis 
isoiiert. Die Isoiierung von pKJS32 wird in Beispiei 5 beschrieben. 

-b) Kionxerung des Sacl/Sal I-Fragments aus pKJS32 in pT7-5 und pT7-6 
Ein Reaktionsgemisch (A>, bestehend aus 20 ul ( 1 ug) pKJS32 15 ui Wasser-, 
4 ul TAS-Puffer und je 0.5 ul . (2 Units) der Enzyme Sad und Sail, werden 
120 min bei 3 7 °C inkubiert . Zwei weitere Reaktionsgemische , fcestehend aus 
entweder 2 ui ( 1 yg) pT7-5 (B) oder 2 ul'(1 ug) pT7-6 .(C)',. 15 ul Wasser, 
2 ul TAS-Puffer und je 0.5 ul (2 Units) der Enzyme SacI und Sail, , werden 
unter den gleichen Bedingungen inkubiert. Alle drei Reaktionen werden durch 
Erhitzen auf 68 *C fiir 15 min abgestoppt. Je 1 3 ul des Restriktionsan- 
satzes A (pKJS32) werden mit. 7 ul des Restriktionsansatzes B ( £077-5) bzw. 
7 ul des Restriktionsansatzes C ( pfl?7-6 ) gemischt. Zu den beiden Mischungen 
werden je 50 ul Wasser, 3 ul 10-fach konzentrierter Ligationspuf fer und 
2 ui (2 Units). T4-DNA-Ligase gegeben. Beide Ligationsansatze werden 16 S tun- 
den bei 14 °C inkubiert. Je .0.2 ml kanpetente Zellen von E. Coli LE392 , 
hergestellt nach dem Verfahren T.J. Silhavy et al . (Exper iments with gene 
fusions. Cold Spring Harbour Laboratory, Cold Spring Harbour, New York, 
198^, werden mit je 10 ul der Ligationsansatze gemischt, 40 min auf Eis.be- 
lassen, 3 min auf 42 °C erhitzt, mit 2 ml LB-Medium gemischt und 60 min bei 
37 °C inkubiert. Portionen von 50 ul bis 200 ul werden auf LB-Agar-Platten 
ausgestrichen , die 50 ug/ml Ampicillin enthalten. Die Platten werden 
16 Stunden bei 37. *C inkubiert. 

c) Identif izierung rekombinanter Plasmide 

Aus den so erhaltenen Ampicillin-resistenten Kl'onen wird die Plasmid-DNA 
nach dem Bekannten Schnell verfahren der alkalischen Lyse nach T. Maniatis 
et al. (vgl. oben) , isoliert. Durch Restriktion der Plasmide mit Bglll und 
BamHI, sowie durch doppelte Restriktion mit BamHI und Hindlll und an- 
schlieCende elektrophoretische Auftrennung der Fragmente in einem 
O.T&Lgen Agarosegel werden Plasmide identif iziert, die aus einem der beiden 
Vektorplasmide pfT7-5 oder pT7-6 und dem kleinen SacI/SaU-Fragment von 
pKJS32 bestehen. Diese neukombinierten Plasmide liefern dabei im Falle 
von pT7-5 als Ausgangsprodukt zwei Bg II I-Fragmente der GroGen 3.0 Kilobasen 
und 2.2 Kilobasen, ein BamHI-Fragment der Grofie 5.2 Kilobasen und zwei 
BamHI/Hindlll-Fragmente der Grbfien 3.2 und 2.0 Kilobasen und werden als 
pTJSS'035 bezeichnet. Im Falle von pT7-6 als Ausgangsprodukt ergeben sich 
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zwei Bglll-Fragmente der GroBen 2.8 Kilobasen und 2.2 Kilobasen, ein 
SamHI-Fragment der Grdfte 5.0 Kilobasen und zwei BamHI/Hindlll-Fragmente der 
GrdfSen 3.0 Kilobasen und 2.0 Kilobasen; sie werden als pfTJSS'036 be- 
zeichnet. Die rekombinanten Plasmide unterscheiden sich damit. eihdeutig 
von ihren Ausgangsprodukten pKJS32 und prl^S bzw. pT7-6 . 

^i5Ei?:i_2i J*5E5 tellur^_der_P i^!2i^e_grJ^B435 j^_j^JS 1 B4 36 

a) Isolierung der Plasmide , prl~6 und pKJSB330 

Die Tsolierung von prl-5 und pT7~6 wird bereits in Beispiel 8 beschriehen, 
die rsolierung von pKJSB330 wird in Beispiel 7 beschrieben. 

b) EClonierung des kleinen Sa II /BamHI-Fragments aus ptCJSB330 in pT7-5 
und p£7-6 

Eine Reaktionsmischung (A), beschehend aus 40 ul (2 ug) pKJSB330, 5 ul 
TAS-Purfer und je 2.5 ul (4 Units) von verdiinnten Ldsungen der Enzyme 
Sail und Bantfl, wird 120 min bei 37 °C inkubiert. Zwei weitere Reaktions- 
mischungen, bestehend aus 2 ul (1 ug) pT7-5 (B) bzw. 2 ul (1 ug) pT7-6 
(C) ; 20 ui Wasser, 3 ul TAS-Puffer und je 2,5 ul (4 Units), von verdiinnten 
Ldsungen der Enzyme Sail und BamHI, werden unter den gjfeichen Bedingungen 
inkubiert. Die Reaktidnen werden durch Erhitzen auf 68 °C fur 15 min ab- 
gestoppt. Der gesamte Restriktionsansatz A (pKJSB330) wird in einem Agarosegel 
(0.7% Agaurose in TBE-Puffer nach T. Maniatis et al. (vgl. oben), das 0.5 ug/ml 
Ethidiumbrcmid enthalt,nach T. Maniatis et al. (vgl. oben)J elektropho- 
retisch aufgetrennt. Von den beiden unter UV-Licht (300 nm) sichtbaren DNA-. 
Banden wird die kleinere , 2.0 Kilobasen groBe Bande durch das Verfahren der 
DEAE-Membranelution auf folgende Weise aus dem Gel isolieri:: Ein geeignet 
dimensioniertes Stiick einer DEAE-Membran (Schleicher und Schuell S&S NA-45) 
wird in einem Einschnitt 1 bis 2 mm unterhalb der zu eluierenden Bande 
plaziert. Die Elektrophorese wird fortgesetzt, bis die betreffende Bande 
ganz von der Membran absorbiert worden ist. Die Membran wird anschlieGend 
aus dent Gel herausgenommen und 10 min mit 10 ml NET-Puffer (150 mM NaCl, 
0.1 mM-EDTA,. 20 mM Tris-HCl, pH 3,0) gewaschen. Die gewaschene Membran wird 
in 150 ul HNET- Puffer (1 M NaCl, O.I mM EDTA, 20 mM Tris-HCl, pH 8.0) 
30 min bei 68 °C inkubiert. Die Losung wird abgencmmen und die Membran 
weit:ere 10 min mit 50 ul HNET- Puffer inkubiert. Die vereinigten Elutions- 
ldsungen (200 ul) werden mit 200 ul Wasser verdiinnt, mit 800 ul kaltem 
(-20 °C) Ethanol gemischt und 30 min bei -20 °C aufbewahrt. Die gefallte 
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DMA wird abzentrifugiert and der Niederschlag in 90 ul Wasser aufgencmmen. 
Nach Zusatz von 10 ui 3 M Natriumacetatlosung nach T. Maniatis et al. 
(vgl. ofcen) wird mit 200 ui kaltem Et±ianoi erneut gefallt (30 min, 
-\v-.20 3 C) , abzentrifugiert , der Niederschlag mit kaitem 70%igen Et±ianoi ge- 
waschen, im Vakuum getrocknet und in 80 ui Ligationspuf fer auf genommen . 
Davon werden je 40 ui mit 3 ui (100 ng) des Res trikt ions ansa tzes 3 
(pTT7-5) bzw. 3 ui (100 ng) des Restriktionsansatzes C (pfT7-6) und 2 ui 
(1 Unit) T4-DNA-Ligase versetzt und 16 Stunden bei 14 °C inkubiert. 0,2 ml 
kcmpetente Zellen von E. coli.LE392, hergestellt nach dem Verfahren von 
T.J. Silhavy et al . (Experiments with gene fusions. Cold Spring Harbour 
Laboratory. Cold Spring Harbour, New York, 1984), werden mit 15 ul des, 
Ligationsansatzes gemischt, 40 min auf Eis belassen, 3 min auf 42 °C 
erhitzt, mit 2 ml LB-Medium gemischt und 60 min bei 37 °C inkubiert. Portionen 
von 50 ul bis 200 ul werden auf LB-Agar-Platten ausgestxichen , die 50 ug/ml 
Ampicillin enthalten. Die Platten werden 16 Stunderi bei 37 °C inkubiert. 

c) Identif izierung rekombinanter Piasmide 

Aus den so erhaltenen Ampicillin-resistenen Klonen wird die DNA nach dem 
bekannten Schnell verfahren der alkalischen -Lyse nach T. Maniatis et al . 
(vgl. oben) isoliert. Durch Restriktion der Piasmide mit EcoRI und an- 
schlieftender elektrophoretischer Auftrennung der Fragmente in einem 
0.7%igen Agarosegel werden Piasmide identif iziert, die das kleine 
Sall/Bantfl-Fragment aus pKJSB330 in einem der beiden Vektorplasmide ent- 
halten. Rekcmbinante Piasmide mit pYl-5 als Ausgangsprodukt ergeben zwei 
EcoRI-Fragmente der GrbGen 3.0 Kilobasen und 1 .5 Kilobasen und werden als 
prTJS'B435 bezeichnet, solche mit als Ausgangsprodukt liefern zwei 

EcoRI-Fragmente der GrdGen 2.8 Kilobasen und 1 .5 Kilobasen und werden mit 
pTJS ' B436 benannt. 

Beispiel 10: Her^ellj£2q_der_Plasmxde pfTJ5'X535 und e*TJS^X536 

a) Isolierung der Piasmide , pT7-$ und pTJSS' 035 

E. coli LE392, der das in Beispiel. 8 hergestellte Plasmid ptfVJSS'OSS 
enthalt, wird in 400 ml LB-Medium mit einem Zusatz von 50 yg/ml Ampicillin 
16 Stunden bei 37 a C angezogen. Aus den. abzentrifugierten Zellen wird die 
Plasmid-DNA nach T. Maniatis et al. (vgl.. oben) isoliert. Die Isolierung 
- von pfi?7-5 und pTl-6 wird .in Beispiel 8 beschrieben. 
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b) Klonierung des kleinen Sall/Xbal-Fragraents aus pTJSS'035 in pT7-5 
und pT7-6 

Ein Reaktionsgemisch (A), bestehend aus 6 ul (3 ug) pTJSS'035, 15 ul 
Wasser, 3 ul TAS-Puffer und je 2 yl (5 Units) von verdiinnten Losungen der 
Enzyme Xbal , Sail und BamHI t wird 1 20 min bei 37 °c inkubiert. Zwei wei- 
tere Reaktionsgemische, bestehend aus entweder 2 ul (1 ug) pT7-5 (a) 
oder 2 ul (1 ug) pT7-6 (C) , 23 ul Wasser, 3 ul TAS-Puffer und je 1 ul 
(2.5 Units) von verdiinnten Losungen der Enzyme Xbal und Sail, werden in 
gleicher Weise inkubiert . Die Reaktionen werden durch Erhitzen auf 68 °C 
fiir 15 min gestoppt. In zwei verschiedenen Ligationsansatzen werden je 
5 ul (500 ng) des Restriktionsansatzes A . ( pTJSS ' 035 ) mit entweder 15 ul 
des Restriktionsansatzes B (pT7-5) oder 15 ul des Restriktionsansatzes C 
(pT7-6), 50 ul Wasser, 8 ul Ligationspuffer und 2 ul (2 Units) T4-DNA- 
Ligase gemischt und 16 Stunden bei 14 a c inkubiert. 0.2 ml' kompetente Zel- 
len von E. coli LE392, hergestellt nach dem Verfahren von T.J. Silhavy et 
al. (Experiments with gene fusions. Cold Spring Harbour Laboratory. Cold 
Spring Harbour, New York, 1984), werden mit 15 ul des Ligationsansatzes ge- 
mischt, 40 min auf Eis belassen, 3 min auf 42 "C erhitzt, mit 2 ml LB— 
LMedium gemischt und 60 min bei 37 °c inkubiert. Portionen von 50 ul bis 200 
Ul werden auf LB-Agar-Pla?ten ausgestrichen , die 50 ug/ml Ampicillin ent- 
halten.Die Platten werden 16 Stunden bei 37 °C inkubiert. 

c) Identifizierung rekombinanter Plasmide 

Aus den so erhaltenen Ampicillin-resistenten Klonen wird die Plasmid-DNA 
nach T. Maniatis et al. (vgl. oben) isoliert. Durch Restriktion mit den 
Enzymen Smal und EcoRI, sowie durch dopcelte Restriktion mit EcoRI und Sail 
. werden Plasmide identif iziert, die das kleine, 1.4 Kilobasen groBe Sail/ 
Xbal-Fragment aus' pTJSS'035 -in einem der beiden Vektorplasmide pT7-5 bzw. 
PT7-6- en thai ten. Rekombinante Plasmide mit pT7-5 als Ausgangsprodukt er- 
geben zwei EcoRI-Fragmente der Grofien 3.0 und 0.8 Kilobasen, zwei Smal- 
Fragmente der GrdOen 2,4 und 1 .4 Kilobasen und drei EcoRl/SalX-Fragmente 
der GrdGen 2.4, 0.8 und 0.6 Kilobasen; sie werden als pTJS'X535 bezeich- 
net. Rekombinate Plasmide mit pT7-6 als Ausgangsprodukt liefern zwei 
EcoRI-Fragmente der GroCen 2.8 und 0.8 Kilobasen, zwei Smal-Fragmente der 
GrdGen 2.2 und 1 .4 Kilobasen und drei EcoRI/Sail-Fragmente der GroGen 
2.2, 0.8 und 0.6 Kilobasen; sie werden mit pTJS'X536 benannt. Die rekom- 
binanten Plasmide unterscheiden sich damit eindeutig von ihren Ausgangs - 
produkten. 
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^i5Ei£i_IIi_5?£stell^g_des^Plasm 

a) Isolierung der Plasmide pTJS ( X535 und pDOC37 

Zwei E. coli Stamme LE392, wovon einer das in Beispiel 10 hergestellte 
Piasmid gfTJS 'X535, der andere das Piasmid pDCC37 enthalt, werden in je 
400 mi LB-Medium mit einem Zusatz von 50 jjg/ml Ampicillin 16 Stunden bei 
37 °C angezogen. Alls den abzentrifugierten Zeilen wird die Plasmid-DNA 
nach T. Maniatis et al. (vgl. oben) isoliert. Das Piasmid pDCC37 en thai t 
das Omega-Fragment zwischen zwei EcoRI-Restriktionsstellen. Anstelle von 
pDCC37 kann in gleicher Weise das von Prentki und Krisch, 1984, in Gene 
29:103, beschriebene Piasmid pHP45omega als Quelle fiir das Omega-Fragment 
dienen. 

b) Klonierung des Cmega-Fragments aus pDOC37 in die BglII- k S telle von 
pTJS ' X535 . 

Zwei Reaktionsmischungen, davon eine bestehend aus 2. ul (1 ug) £*rjS'X535, 
14 ul Wasser, 2 ul TAS-Puffer und 2 ul (3 Units) Bglll, die andere be- 
stehend aus 2 ul (2 ug) pDOC37, 14 ul Wasser, 2 ul TAS-Puffer und 2 ul 
(4 Units) einer verdtinnten BamHI-Losung, werden 120 min bei 37 °C inku- 
biert. Die Rsaktionen werden durch Erhitzen auf 68 °C fiir 15 min gestoppt. 
Je 10 ul aus beiden Restriktionsansatzen werden vereinigt und mit 80 ul 
Ligationspuffer und 1 ul ( 1 Unit) T4-DNA-Ligase versetzt. Der Ligations- 
ansatz wird 16 Stunden bei 1 4 °C inkubiert. 0.2 ml kompetente Zeilen von 
E. coli LE 392, hergestellt nach T.J. Silhavy et al . ("Experiments with gene 
fusions. Cold Spring Harbour Laboratory. Cold Spring Harbour, New York, 
,1984?, werden mit 10 ul des Ligationsansatzes gemischt, 40 min auf Eis be- 
lassen, 3 min auf 42 °C erhitzt, mit 2 ml LB-Medium gemischt und 60 min bei 
37 °c inkubiert. Portionen von 50 ul bis 200 ul werden auf LB- Agar - 
Platten ausgestrichen , die 50 ug/ml Ampicillin und 80 ug/ml Spectinctnycin 
enthalten. Die Platten werden 16 Stunden bei 37 a C inkubiert. Durch Selektion 
mittels Spectincmycin wird sichergestellt , dafl alle wachsenden Klone ein 
Piasmid mit dem Onega-Fragment enthalten, da dieses das Gen fiir die Expres- 
sion der Spectinctnycinresistenz enthalt, 

c) Identifizierung rekcflripinanter Plasmide 

Aus den so erhaltenen Ani|icillin- und Spectinomycin-resistenen Klonen wird 
die Plasmid-DNA nach T Maniatis et al. (vgl. oben) isoliert. Durch Re- 
striction mit Hindlli werden die neukombinierten Plasmide identif iziert . 
Srgeben sich dabei drei Hindlll-Fragmente der GroGen 0.6, 2.0 und 3.2 
Kilobasen, so handelt es sich dabei um Derivate von pTJS'XSSS, die das 
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Cmegaf ragroent an der ehemaligen Bglll-Schnitts telle eingebaut haben. Durch 
Ligation der kompatiblen Liberlappenden Enden der BgLlI- und Bantfl-Frag- 
mente gehen dabei die Restriktionsstellen BgllX und BamHI an der Ver- 
knupfungsstelle verloren. Diese neukombinierten Plasmide werden als 
pTJS' X535omega bezeichnet. 

^igpigj:^2£_Her^ellung_der P hagen MJSS'030 und MJSS '031 

a) Isolierung des' Plasmids pKJS32 und der doppelstrangigen Formen der 

Phagen M13tg130 und M13tg131 
Der Stamm E. coli JM1 01 (j. Messing et al. Nucl. Acids Res. 9:309 (^98^)J 
sowie Doppelstrang-DNA der Vektoren M13tg130 und Ml 3tg1 31 [m.P . Kieny et al. 
Gene 26:91 (1983)] kdrinen von Amer sham Buchler GtnfcH & Co. KG, Braunschweig, 
bezogen werden. Doppelstrang-DNA kann auch nach folgendem Verfahren gewonnen 
werden: 0.2 ml kompetente Zellen von E. coli JM101 , hergestellt nach T.J. 
Silhavy et al . (Experiments with gene fusions. Cold Spring Harbour Laboratory. 
Cold Spring Harbour, New York, 1984), werden mit Einzelstrang- oder Doppel- 
strang-DNA der Ml 3-Vektoren nach einem literaturbekannten 
Verfahren 

^ transf ormiert , mit 3 ml geschmolzenem (45 °C) H-Top-Agar (10 g/1 Trypton, 
8 g/1 NaCl, 8 g/1- Agar) gemischt und auf H-Agar-Platten (10 g/1 Trypton, 8 
g/1 NaCl, 12 g/1 Agar) ausgegossen. Die erkalteten P la tten werden 16 Stunden 
bei 37 °C inkubiert. 2 ml TY-Medium (16 g/1 Trypton, 10 g/1 Hef eextrakt , 
5 g/1 NaCl) werden mit 20 ul einer uber-Nacht-Kultur (16 Stunden, 37 °C) 
von E. coli JM101 in TY-Medium und einem einzelnen Plaque von der H-Agar- 
Platte angeimpf t. Nach 16 Stunden Wachstum bei 37 °C werden die phagen- 
infizierten Zellen zusammen mit 2 ml einer frischen iiber-Nacht-Kultur von 
E. coli JM101 in 400 ml TY-Medium iiberimpft und 16 Stunden bei 37 °C ange- 
zogen. Aus den abzentrifugierten Zellen wxrd die Doppelstrang-DNA nach 
T. Maniatis et al. (vgl. oben) isoliert. Die- Isolierung von Plasmid 
pKJS32 wird bereits in Beispiel 5 beschrieben. 

b) Klonierung des SacI /Sal I-Fragments aus pKJS32 in M13tg130 und Ml3tg131 

Eine Reaktionsmischung (a), bestehend aus 30 ul (T.5 ug) l*<US32, 20 ul 

ft'j ' 

Wasser, 6 ul TAS-Puffer und je 2 ul (4 Units) von verdunr|fen Lbsungen der 

_ slii 

Enzyme SacI und Sail, wird 120 min bei 37 °C inkubiert. z|fei weitere 

ReaktiorLsmLsd^jngpn, bestehend aus 10 \il (300 ng) Doppelstrang-DNA. von 

M13tg130 (B) oder M13tg13l (C) , 25 ul Wasser, 4 ul TAS-Puffer und je 0.5 

Ul (1 Unit) von verdiinnten Losungen der Enzyme SacI und Sail, werden in 
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gleicher Weise inkubiert und zum Abstoppen der Reaktionen fiir 15 min auf 
68 °C erhitzt. Der gesamte Restriktionsansatz A wird in einem Agarosegel 
(0,7% Agarose, 0.5 ug/ml E thidiumbromid in TBE-Puffer nach T. Maniatis 
et al. (vgl. oben )) elektrophoretisch aufgetrennt. Von den beiden im LJV-Licht 
sichtbaren DNA-3anden wird die kleinere, 2.8 Kilobasen grofie Sacl/Sall- 
Bande in gieicher Weise mittels einer DEAE-Membran aus dem Gel isoliert, wie 
dies fiir die 2.0 Kilobasen groOe Bande in Beispiel 9 beschrieben wird. Die 
DNA wird zuletzt in 80 ul Wasser auf genommen f davon werden je 40 ul mit 
20 ul der Restriktionsansatze A (M13tg130) bzw. B (M13tg13l) und 40 ul 
Wasser versetzt, mit 100 ul gepuffertem Phenol/Chloroform nach T. Maniatis 
et al. (vgl. oben) gemischt und zentrifugiert . Die oberen waftrigen Phasen 
werden abgenommen und nach Zusatz von 10 ul 3 M Natiumacetatldsung nach 
T. Maniatis et al. (vgl. oben) mit je 200 ul kaltem (-20 °C) Ethanol ge- ? 
mischt. Die Mischungen werden 30 min bei -20 °C belassen, anschlieBend zen- 
trifugiert, die Niederschlage mit kaltem 70%igen Ethanol gewaschen, im Vakuum 
getrocknet und in 40 ul Ligationspuf f er auf genommen . Die beiden Ansatze 
werden mit je 1 ul (1 Unit) T4— DNA-Ligase versetzt und 16 Stunden bei 14 °C 
inkubiert. Je 0.2 ml kompetente Zellen von E. coli JM101, hergestellt nach 
T.J. Silhavy et al . (Experiments with gene fusions. Cold Spring Harbour 
Laboratory. Cold Spring Harbour, New York, 1984}, werden mit J 0 ul der 
Ligationsansatze gemischt, 40 min auf Eis belassen, 3 min auf 42 °C erhitzt 
und mit je 3 ml geschmolzenem (45 °C) H-Top- Agar gemischt. Die Mischungen 
werden mit je 40 ul IPTG (100 mM) und 40 ul X-Gal (2% in Dimethylf ormamid ) 
versetzt und auf H-Agar-Platten ausgegossen. Die erkalteten Platten werden 
16 Stunden bei 37 °C inkubiert . 

c) Identif izierung der rekombinanten Phagen 

Von den so erhaltenen Plaques stammen diejenigen von rekombinanten 
Phagen, welche keine blaue Farhung aufweisen. Zur weiteren Identif izierung 
wird die Doppelstrang- und die Einzelstrang-DNA aus den f arblosen Plaques 
nach literaturbekannten Verfahren, zusammengef aftt im "M1 3 Cloning and 
Sequencing Handbook" von Amersham, isoliert. Durch Restriktion der Doppel- 
strang-DNA mit Bglll und anschlieBende elektrophoretische Auf trennung der 
DNA-Fragmente werden Derivate von Ml 3tg1 30 bzw. M13tgl31 identif iziert, ds 
das kleine Sacl /Sal I-Fragment aus PKJS32 enthalten. Rekombinante Phagen 
mit Ml3tgl30 als Vektor ergeben drei Bglll-Fragmente der GroGen 0.7, 2.2 
und 7.1 Kilobasen und werden als MJSS'030 bezeichnet, solche mit M13tgl31 
ergeben vier ' Bgl 1 1 -Fragment e der Grdften 0.6, 0.7, 2.2 und 6.6 Kilobasen und 
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werden als iHJSS'031 bezeichnet. Sie unterscheiden sich damit eindeutig 
von ihren Ausgangsprodukten, 

ggj:gPj:gj- 1 3 : Herstell ung der trdA-iMutan ten Alcaligenes eutrophus JMP134: 

Tn5-2 und JMP1 B4:Tn5-4 
a) Trans posonmut agenese von Alcaligenes eutrophus JMP1 34 

10 ml PYE-tMedium (3 g/1 Pepton, 3 g/1 Hefeextrakt) werden mit 0.5 ml 

einer Liber-Nacht-Kultui- (16 Stunden, 30 °C) von Alcaligenes eutrophus 
JMP134|r.H. Don et al. J. Bacteriol. 145:681 (1 981^] angeimpf t und 8 Stun- 
den bei 30 °C geschiittelt. 10 ml LS-Medium nach T. Maniatis et al. (vgl. 
oben) werden mit 0.1 ml einer tiber-Nacht-Kultur von E. -coli SI 7-1 
/Biotechnology 1:784- (1983^, die das Plasmid pSUP2021 enthalt ; . angeimpf t und 
5 Stunden bei 37 °c geschiittelt. Von beiden Kulturen wird anschliefiend im 
Photometer die optische Dichte bei 600 nm Wellenlange bestimmt. Die Kuitu- 
ren werden im Verhaltnis 1 : 1 beziiglich ihrer optischen Dichte gemischt und 
1 .5 ml der Mischung werden auf einer PYE-Agar-Platte[k.H. Don et al. 
J. Bacteriol.. 145:681 ( 1 981 verteilt. Die Platte wird 16 Stunden bei 30 °C 
inkubiert. AnschlieEend werden die Bakterien mit 1 .5 ml sterller 0.7%iger- 
WaC 1-Losung von der Platte gespiilt und die Bakteriensuspension wird in zwei 
Schritten mit 0.7%iger NaCl-Losung jeweils 1:10 (0.1 ml + 0.9 ml) verdiinnt. 
Von jeder Verdiinnung werden Portionen von 50 ul, 100 ul, 200 ul und 400 ul 
auf Minimal -Agar-Platten (1.6 g/1 Dikaliumhydrogenphosphat , 0.4 g/1 
Kaliumdihydrogensulf at , 1 g/1 Ammoniumsulfat, 0.05 g/1 Magnes iumsulf atx TWasser , 
0.01 g/1 Eisen(II)sulfatx7Wasser, 15 g/1 Agar) ausgestr ichen , die zusatz- 
lich 2 g/1 Fructose und 380 ug/ml Kanamycin enthalten. Die Platten werden 
3 bis 7 Tage bei 30 °C inkubiert:. 

b) Test der transposonhaltigen Stamme auf 2,4-D-Abbau 

Die so erhaltenen Kanamycin-resistenten Klone stellen Abkdntmlinge des Stam- 
mes JMP134 dar A die das Transposon Tn5 stabil in ihrem Gencm integriert 
haben. Sie werden parallel auf zwei Minimal -Agar-Platten ausgestrichen , von 
denen eine 1 mM 2 , 4-Dichlorphenoxyessigsaure , Natriumsalz (2,4-D), die 
andere 2 g/1 Fructose und 380 ug/ml Kanamycin enth'alt. Die Platten werden 
3 Tage bei 30 °C inkubiert. Stamme, die eine Mutation in einem der fur den 
2,4-D-Abbau verantwortlichen Gene aufweisen, kdnnen 2,4-D nicht als Wachs- 
tumssubstrat verwenden (2,4-D-negativ) . Sie treten mit einer Haufigkeit von 
0,1 bis 1 % auf, bezogen auf die Gesamtheit der transposonhaltigen, 
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Kanamycia-resistenten Klone. 

c) Identif izierung des Gendefekts der 2 , 4-D-negativen Mutanten 
Die so erhaltenen 2 , 4-D-negativen Mutanten werden parallel auf zwei 
Minimal -Agar-Plat ten ausgestrichen, von denen eine 2 mM 3-Chlorbenzoe- 
saure, Natriumsalz (3-CB), die andere 2 g/1 Fructose und 380 ug/ml 
Kanamycin enthalt. Die Platten werden 3 Tage bei 30 °C inkubiert. 
2 ,4-D-negative Transposonmutanten van Stamm JMP134, die eine Mutation 
in den Genen tfdC, tfdD und tfdE des 2 ,4-D-Abbaues auf we i sen, konnen 
3-CB nicht als Wachstumssubstrat verwenden (3-CB-negativ) , wie Don et al. 
[j. Bacteriol. 161 :85 ( 1 985 )J zeigen konnten. Mutanten in den Genen tfdA 
und tfdB hingegen konnen auf 3-CB als einziger Kohlenstof fquelle wachsen 
( 3-CB-positiv) . Transposonmutanten, die sich in dies em Test als 3-CS- 
positiv erweisen, werden demnach weiterhin mittels eines Enzymtests auf 
Defekte in den Genen tfdA oder tfdB untersucht. Dazu werden die Stamme 
in 250 ml Minimal -Medium (wie oben, ohne Agar) mit einem Zusatz von 15 mM 
Natriumpyruvat und 1 mM 3-CB 16 Stunden bei 30 *C angezogen. Die Zellen 
werden durch Zentrif ugation bei 4 °C '. geerntet , dreimal in 1 0 ml kaltem 
(4 °C) Minimal -Medium (ohne Kohlenstof fquelle) gewaschen und rezentrifu- 
giert, und zuletzt in soviel Minimal -Medium suspendiert, daB sich eine 
optische Dichte bei 420 nrri von 30 ergibt. Fiir den Enzymtest der 2,4-D- 
monooxigenase bzw. der 2 , 4-Dichlorphenolhydroxylase wird 1 Volumenanteil 
der Zellsuspension mit 9 Volumenteilen eines saiierstoffgesattigten 
Minimal -Mediums gemischt, so dafl sich eine optische Dichte bei 420 nm von 
3 ergibt. Mit Hilfe einer handelsiiblichen Sauerstoffelektrode wird dann iiber 
10 min die Sauerstoff auf nahme ohne Substratzusatz verfolgt. Anschlieflend 
wird 2,4-D zu einer Endkonzentration von 1 mM oder 2 , 4-Dichlorphenol . zu 
einer Endkonzentration von 0.2 mM zugegeben und die Abnahme der Sauerstoff - 
konzentration liber 20 min verfolgt. Durch diesen Test lassen sich tfdA- 
Mutanten von alien anderen Mutationstypen sowie van Wildtypstamm JmP1 34 
unterscheiden: Sie zeigen nach Zusatz von 2,4-D keinerlei Erhohung des 
Sauerstof fverbrauchs, wahrend nach Zusatz von 2 , 4-Dichlorphenol eine 
signifikante Steigerung der Sauerstoff auf nahme eintritt. Der Wildtyp- 
stamm sowie tfdB-Mutanten zeigen nach Zusatz von 2,4-D als Substrat einen 
gesteigerten Sauerstoff verbrauch und damit eine intakte 2 , 4-D-monooxigenase . 
Bei den beiden Transposonmutanten JMP134:Tn5-2 und JMP134:Tn5-4 handelt es 
sich urn zwei 2 , 4-D— negative , 3-CB-posi tive Mutanten mit einer nachweisbaren 
2 , 4-Dichlorphenolhydroxylase aber ohne nachweisbare 2 , 4-D-monooxigenase. 
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Sie kdnnen damit als tfdA-Mutanten identif iziert werden. Diese Zuordnung 
wird weitere in den folgenden Seispielen beschriebene Versuche be- 

statigt. 

g^glgLJ^l.g^g£ggg^2!}_klo£4grter_J^-C-ene in anderen ^gram-negativen 
Bakterien al s E . coii 

a) Hersteilung von Donorstammen fiir den konjugativen Transfer tfdA-hal tiger 
Plasmide 

Die auf der Grundlage von roobilisierbaren VeJctoren mit breitem Wirtsbereich 
wie. pVK10l[v.C.Khauf et al. Plasmid 8:45 (1982_jJ, pGSS33(<5.S. Sharpe, Gene 
29:93 (1984)Jund pKT23l [m. Bagdasarian et al. Current Topics in Microbiology 
and Immunology 96:47 ( 1 982jJ konstruierten Plasmide, deren Hersteilung in 
den Beispielen 1 bis 7 beschrieben i st/ kdnnen- aus den, mobilisierenden Stamm 
E. coli SI 7—1 ^Biotechnology 1 :784 (1983)Jdurch Konjugation auf andere 
gram-negative Bakterien wie z.B. Alcaligenes eutrophus und Pseudomonas putida 
iibertragen werden. Dazu miissen sie erst durch Transformation in E. coli SI 7-1 
gebracht werden, sofern sie nicht bereits in diesem Stamm kloniert wurden. 
Zu diesem Zweck wird aus den Klonen von E. coli LE392, die das betreffende 
Plasmid enthalten, die Plasmid-DNA nach T. Maniatis et al. (vgl. oben# iso- 
liert. 0.2. ml kompetente Zellen von E. coli LE392, .hergestellt nach 
T.J. Silhavy et al. (Experiments with gene fusions. Cold Spring Harbour Labo- 
ratory. Cold Spring Harbour, New York, 1984), werden mit 1 ul der isolierten 
Plasmid-DNA gemischt, 40 min auf Eis belassen, 3 min auf 42 °C erhitzt, rnit 
2 ml La-Medium gemischt und 60 min bei 37 "C inkubiert. Portionen von 50 ul 
bis 200 ul werden auf LB-Agar-Platten ausgestrichen, die das entsprechende 
zur .Selektion geeignete Antibiotikum enthalten. Die Platten werden 16 s tun- 
den . bei 37 °c inkubiert. 

b) Konjugativer Transfer 

Ein so erhaltener Stamm von E. coli SI 7-1 . der eines der in den Beispielen " 
1 bis 7 beschriebenen Plasmide enthalt, wird 16 Stunden bei 37 °C in 5 ml 
LB-Medium angezogen, das ein zur Selektion geeignetes Antibiotikum enthalt. 
Als Rezipient wird einer der beiden in Beispiel 13 isolierten tfdA-Mutanten 
(Fall a), der pJP4-freie Stamm Alcaligenes eutrophus JMP222[r.H. Donet al. 
J. Bacterid . 145:681 ( 1 981 ) j ( Fall B) oder Pseudomonas spec. B13 
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[E. Dorn et al. Arch. Microbiol. 99:61 ( 1 974 (Fall C) in. 5 mi PYE-Medium 
(3 g/L Pepton, 3 g/1 Hefeextrakt) 16 Stunden bei 30, °C angezogen. Die 
Zellen des Donorstammes werden abzentrif ugiert und in dem doppelten Volumen 
P YE -Medium suspendiert. Die Suspension der Donorzellen und die Kiiltur des 
Rezipienten werden zu gleichen Teilen gemischt. 100 ui der Mischung werden 
auf einen Membranf ilter (Millipore HA 0.45 pm) pipettiert, der sich auf 
der Oberflache einer PYE-Agar-Platte befindet. Anschliefiend wird die Platte 

6 Stunden bei 30 °C inkubiert. Dann werden die Zellen mit 1 ml 0.7£iger 
NaCl-Ldsung vom Filter abgewaschen und die Zellsus pension wird in 

7 Schritten jeweils 1:10 (0.1 ml + 0.9 ml) mit 0.7%iger NaCl-Losung ver- 
diinnt. Von jeder Verdtinnung werden 100 ul auf einer Minimal -Agar-Platte 
ausgestnchen, die eines der folgenden Wachstumssubstrate enthalt: 1 rr*f 
2,4-D im Fall A ( tf dA-Mutante ) , 4 mM Phenoxyessigsaure-Na ' im Fall D 
(Alcaligenes eutrophus JMP222) oder 1 mM 4-Chlorphenoxyessigsaure-Na im 
Fall C ( Pseudcmonas B13). Die Platten werden im Fall A 14 Tage , im Fall B 
und C 4 Tage bei 30 °C inkubiert. * 

c) Eigenschaf ten der neu entstandenen Stanme 

Mobilisierbare. Plasmide mit breitem Wirtsbereich aus der oben genannten 
Gruppe, welche ein intaktes tfdA-Gen enthalten, ermcg*lichen nach konju- 
gativem Transfer dem jeweiligen Rezipienten-Stamm , eine funktionsf ahige 
2 ,4-D-monooxigenase zu synthetisieren. Dies flihrt im Fall A ( tf dA-Mutante ) 
zur Kcmplementation der Mutation und damit zur Wiederherstellung der W.ild- 
typeigenschaf t in Bezug auf die Verwertung von 2,4-D, d.h. es entstehen 
2 ,4-D-positive Stamme, die auf 2 ,4-D-Minimal-Agar-Platten wachsen. Die von 
tfdA kodierte 2 , 4-D-monooxigenase ist aufterdem in der Lage, neben 2,4-D 
auch die mit 2,4-D chemisch verwandten Verbindungen Phenox yessigsaure und 
4-Chlorphenoxyessigsaure enzymatisch umzusetzen, wobei als Produkte 
Phenol bzw. 4-Chlorphenol gebildet werden. Da nun der Stanm Alcaligenes 
eutrophus JMP222 Gene fiir die vollstandige Metabolisierung von Phenol be- 
sitzt, ergeben sich nach konjugativem Transfer tfdA-haltiger Plasmide im 
Fall. B Stamme mit der neuen Eigenschaf t, Phenoxyessigsaure als Wachstums- 
substrat zu nutzen. In gleicher Weise ermoglicht .es ein tf dA-hal tiges 
Plasmid einen damit ausgestatteten Pseudomonas B13, welcher komplette Abbau- 
wege fiir Phenol und 4-Chlorphenol besitzt, auf- den Substraten Phenoxyessig- 
saure und 4-Chlorphenoxyessigsaure zu wachsen (Fall C). Der Test auf Ver- 
wertung eines bestimmten Substrates, wie er oben beschrieben wird, eignet 
sich besonders zum Nachweis der Expression des tfdA -Gens durch in 
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mobilisierbaren Broad-Host-Range-Vektoren klonierte DNA-F ragmen te und deren 
verkiirzte Derivate, deren Herstellung in den Beispielen 1 bis 7 beschrie- 
ben wird, Dabei zeigt sich, daB die Piasmide pVJH2l , pGJS3, pKJS31 , pKJS32 , 
. pKJSE330, pKJS32RHAS' und PKJS(X)630 alie ein intaktes tfdA-Gen enthalten, 
wahrend das Plasmid pKJEflB13G kein funktionsf ahiges Genprodukt kodiert. 

Beispiel 15 j_^^gicherung_von_ tf dA -kod ierter 2 , 4~ D-monoo xi gena se in E . coli 
a) Herstellung hochproduzierender E. coli Stamme 

Die auf der Grundlage der von Tabor konstruierten Vektoren pTl-5 und 
P?7~6 hergestellten rekornbinanten Piasmide, die in den Beispielen 8, 9, 
• 10 und IT beschrieben werden r enthalten klonierte DNA-Fragmehte im Anschlufi 
an einen starken Prcmotor des Phagen T7. Piasmide aus dieser Gruppe, welche 
ein intaktes tfdA-Gen in der richtigen Orientierung- zum Promo tor enthalten, 
konnen unter dem EinfluH der von dem Plasmid pGP1 -2 £s. Tabor et al. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 82:1074 ( 1 985 )J edprimier ten T7-RNA-Polymerase in 
E. coli K38 in groCen Mengen 2 , 4-D-monooxigenase produzieren. Da der Pro- 
motor spezifisch nur von der T7-RNA- Polymerase erkannt wird, und da diese 
auf dem Plasmid pGPI -2 unter der Kontrolle eines hitzesensitiven lambda- 
Repressors steht, kann die Syn these des Genproduktes durch Hitze induziert 
werden. Durch Zugabe von Rifampicin konnen auBerdem ' die bakteriellen 
RNA-Polymerasen gehemmt werden. Zur Herstellung der hochprcduzierenden 
Stamme wird die Plasmid-DNA aus den in den Beispielen 8 bis 1 1 erhaltenen 
plasmidhaltigen Stammen von E. coli LE392 nach T. Maniatis et al. (vgl. 
oben) isoliert. E. coli K38 , der das Plasmid pGP1-2 enthalt, wird 16 S tun- 
den bei 30. a C in LB-Medium angezogen, das zur Selektion auf pGP1 -2 mit 
50 ug/ml Kanamycin versetzt worden ist. Aus der gewachsenen Kultur werden 
-kompetente Zellen nach dem Verfahren von T.J. Silhavy et al . ^Experiments 
with gene fusions. Cold Spring Harbour Laboratory. Cold Spring Harbour, 
New York, 1984), hergestellt. 0.2 ml kompetente Zellen werden mit 1 ul 
der isolierten DNA gemischt, 40 min auf Eis belassen, 5 min auf 37 °C er- 
hitzt, m it 2 ml LB-Medium gemischt und 60 min bei 30 °C inkubiert. Portionen 
von 50 ul bis 200 ul werden auf LB-Agar-Platten ausgestxichen , die 50 ug/ml 
Ampicillin und* 50 ug/ml Kanamycin. enthalten. Die Platten werden 16 Stunden 
bei 30 °C inkubiert. 

b) Induzierte Produktion und radioaktive Markierung des tfdA-Genprcdukts 
Die so erhaltenen Ampicillin- und Kanamycin-resistenten Klone -enthalten 
das Plasmid pGP1-2 und eines der rekornbinanten pfT7-Derivate. Sie werden 
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in 10 ml LS-iMedium mit einem Zusatz von 50 ug/ml Ampicillin und 50 ug/ml 
Kanamycin bei 30 °C angezogen. Bei einer optischen Dichte von 0.5, ge- 
messen bei 590 nm, werden 0.2 mi Kultur abzentrifugiert. Die Zellen werden 
.j-f 1 . 5 ml M9-Medium nach T. Maniatis et al. (vgl._oben) gewaschen, wieder 
abzentrifugiert and schlieGlich in 1 ml M9-Medium suspendiert, das 20 pg/ml 
Thiamin und je 0.01 % aller proteinogenen Aminosauren aufler Methionin und 
Cystein (insgesamt 18) enthalt. Die Zellsuspension wird 60 min bei 30 °C 
geschiittelt , dann wird die Temperatur auf 42 °C erhdht. Nach 15 min werden 
10 ul Rif ampicin-Ldsung (20 mg/ml in Me thanol ) zugegeben und der Ansatz 
wird weitere 10 min bei 42 °C beiassen. Danach wird die Temperatur wieder 
auf 30 *C erniedrigt, nach 20 min wird der Ansatz mit 10 yCi Lr-( 35 S) 
Methionin (Amersham, cell labeling grade) versetzt und 5 min bei Raumtempe- 
ratur beiassen. Die. Zellen werden anschliefiend abzentrifugiert, in 120 ul 
Auf tragspuffer (60 mM Tris-HCl, pH 6.8, 1 % Natriumlaurylsulf at , 1 % 
2-Mercaptoethanol, 10 % Glycerin, 0.01 % Bromphenolblau) suspendiert und 
3 min auf 95 °C erhitzt. 

c) Identif izierung des spezifisch radioaktiv markierten tfdA-Genproduktes 
Die so erhaltenen Proben werden auf ein 12.5%iges Polyacryl amid -Gel 
[u.K. Laemmli, Nature 227:680^ ( 1 970 )] geladen und die gesamten bakteriellen 
Proteine werden nach dem dort beschriebenen liter aturbekannten Verfahren 
elektrophoretisch aufgetrennt. Nach beendeter Elektrophorese wird das Gel 
30 min in einer Mischung aus 2.5 g SERVA Blau G, 454 ml Methanol, 92 ml 
Essigsaure und 454 ml Wasser gefarbt und anschlieBend 24 Stunden in einer 
Mischung aus 50 ml Methanol, 75 ml Essigsaure und 875 ml Wasser entfarbt. 
Das Gel wird auf einem Filterpapier (Whatman 3 MM ) mit Hilfe eines handels- 
iiblichen Geltrockners getrocknet, anschliefiend wird nach T. Maniatis et al. 
( vgl . oben ) die Autor adiographie mi t einem Rdntgenf ilm ( Kodak Industrex AX ) 
durchgefiihrt und der Film entwickelt. Auf den Autoradiogrammen wird ein 
einzelnes markiertes Protein bei denjenigen Stammen identif iziert , welche 
neben pGP1 -2 eines der Plasmide gfl?JSS'035, pfTJS'B435, PTJS*X535 oder PTJS ' 
X5356mega enthalten. Allen diesen homologen Plasmiden ist gemeinsam , dafl 
das klonierte Fragment von der T7-RNA-Polymerase zum Sal I-Ende hin trans- 
kribiert .wird. Bei Plasmiden mit der umgekehrten Orientierung des Inserts 
(pTJSS'036, pTJS'B435 un d pTJS'X535) wird kein spezifisch markiertes Protein 
gefunden. Durch Vergleich mit Standardproteinen bekannter Grdfie wird das 
Molekulargewicht der markierten Proteine bestimmt. Dabei ergibt sich fiir 
die von pTJSS'035, pfTJS'B435 und gfTJS'X535 exprimierten Genprodukte ein 
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Molekulargewicht von 32 000, fiir das von pTJS ' X53Somega exprimierte Genpro- 
dukt ein Molekulargewicht von 29 000. 

- d) Induzierte Produktion mit Nachweis der enzymatischen Aktivitat 

Die oben erhaltenen Stiume von E. coli K38, welche pGP1-2 und eines der 

Plasmide pTJSS'035, pTJS'B435, pTJS'X535 oder pTJS 1 X53Somega enthalten, werden 

bei 30 °c in 20 ml LB-Medium mit einem Zusatz von 50 ug/ml Ampicillin und 

50 ug/ml Kanamycin angezogen. Bei einer optischen Dichte von 1 .0 bei 590 nm 

wird die Temperatur aux 42 °C erhoht und die Kultur 25 min geschuttelt. Da- 

nach werden 100 ul Rifampicin-Ldsung (20 mg/ml in Methanol) zugegeben und 

die Kultur 2 Stunden bei 37 "C geschuttelt. Der Nachweis der enzymatischen 

Aktivitat der 2 , 4-D-monooxigenase in E. coli folgt dem von Amy et al. 

[Appl. Env. Microbiol. 49:1237 ( 1 985^] beschriebenen Verfahren des radioak- 

tiven Enzymtests mit folgenden Anderungen: Die Zellen einer induzierten 20 tnl- 

Kultur werden durch Zen trifugier en geerntet. mit TO ml EM-Medium gewaschen, 

wieder abzentrifugiert und schliefilich in 10 ml EM-Medium suspendiert. Die 

Zellsus pension wird in einem 250 ml Warburg-Kolben mit 10 ml Transformations- 

_ puffer gemischt, mit 200 ug unmarkiertem 2,4-D und 0.1 uCi-2 4-Dichlor- 
14 • ' 

phenoxy(2- Oessigsaure (Amersham, 55 mCi/mmol) versetzt und im verschlos- 

senen Kolben 4*Stunden bei 21 a C geschuttelt. AnschlieGend werden 0.5 ml 

beta-Phenylethylamin in das zentrale GefaB des Warburg-Kolbens pipettiert 

und 2 ml 1 M Schwefelsaure werden in die Zellsuspension injiziert. Nach 

1 Stunde Schutteln bei 21 °C wird das beta-Phenylethylamin in 5 ml Zahl- 

fliissigkeit (rotiszint 22, Roth) aufgenommen und die Radioaktivitat der 

Probe im Szintillationszahler gemessen. Stamme von E. coli K38, welche neben 

PGP1-2 eines der Plasmide pTJSS' 035, pTJS'B435 oder pTJS'XSSS enthalten, 

weisen in diesem Test hohe. Enzymaktivi tat auf, wahrend solche mit dem Plasmid 

pTJS'X535omega keine Enzymaktivi tat exprimieren. 

^iggigji_lll_g estimmu "g der- Bas ensequenz der in Ml 3 klonierten DNA 
a) Herstellung deletierter Phagen aus MJSS'030 und MJSS'031 
Zur Sequenzierung des 2 Kilobasen groGen BamHI/Sall-Fragments der 
nstenfain, anten Phagen nach der Methode von Sanger [Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 74:5463 (1 977 )j. wird zunachst durch gerichtete Deletion nach einem 
literaturbekannten Verfahren [g. Henikoff, Gene 28:351 (1984]Jeine Serie 
von unterschiedlich verkiirzten Phagen hergestellt, die es erlauben, durch 
ufaerlappende Sequenzierung von jeweils 200 bis 300 Basen die gesamte Basen- 
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sequenz zu ermitteln. Dazu wird aus Stammen von E. coli JM1 01 , welche die 
in Beispiel 12 hergestellten Phagen MJSS'030 bzw. MJSS'031 enthalten, nach 
dem dort fur die Phagenvektoren M13tg130 und Ml 3tg1 31 • beschriebenen Verfah- 
ren die Doppelstrang-DNA isoliert. 10 ug Doppelstrang-DNA des Phagen 
HJSS' 030 werden mit den Enzymen PstI und Sail geschnitten, 10 ug Doppel- 
strang-DNA des Phagen MJSS'031 werden mit den Enzymen BanttI und SacI ge- 
schnitten. Die Restriktionsansatze werden mit Phenol extrahiert und die 
geschnittene DNA wird mit Ethanol gefallt. Die anschlieBende Verdauung der 
DNA mit Exonuclease III und S1 -Nuclease, die Klenow-Fiillung der iiberstehenden 
DNA-Enden und die Ligation erfolgen genau nach dem von Henikoff beschrie- 
benen Verfahren mit folgender Anderung: Anstelle von SI -Nuclease wird Mung 
Bean Nuclease (Pharmacia) verwendet. Portionen von 0.2 ml kompetenter 
Zellen von E. coli JMIOljTj. Messing et al. Nucl. Acids Res. 9:309 < 1 981 jj # 
hergestellt nach' dem Verfahren von T.J. Silhavy et al . (Experiments with gene 
fusions. Cold Spring Harbour Laboratory. Cold Spring Harbour, New York, 1 984), 
werden mit je 20 ul der Ligationsansatze versetzt, 40 min auf Eis belassen, 
3 min auf 42 °C erhitzt, mit je 3 ml geschmolzenem (45 °C) H-Top-Agar 
(Beispiel 12) gemischt und auf H-Agar-Platten (Beispiel 12) ausgegossen. 
Die Platten werden* 16 Stunden bei 37 °c inkubiert. 

b) Identif izierung deletierter Phagen 

E. coli JM101 wird in 2 ml TY-Medium (Beispiel 12) 16 Stunden bei 37 °C 
angezogen. 1 ml dieser Kultur wird mit 100 ml TY-Medium verdiinnt und je 
2 ml der verdiinnten Zellsuspension werden mit einem der oben erhalte- 
nen Plaques infiziert. Die Kulturen werden 5 Stunden bei 37 °C geschuttelt 
und dann zehtrifugiert. Aus den Uberstanden der Zentrifugation wird die 
Einzelstrang-DNA nach dem von Amersham [m1 3 Cloning and Sequencing Hand- 
book, 198+] angegebenen Verfahren gewonnen. Aus den abzentrif ugierten Zellen 
wird die Doppelstrang-DNA nach T. Maniatis et al. ( vgl . oben) isoliert. 
Die Doppelstrang-DNA der aus MJSS'030 hervorgegangenen verkiirzten Phagen 
wird mit Bglll, diejenige der aus MJSS'031 hervorgegangenen Phagen mit 
EcoRI und Sa.ll verdaut. LXorch anschlieBende elektrophoretische Auf trennung 
der Bruchstiicke auf einem 2^igen Agarosegel nach T. Maniatis et al. (vgl. 
oben). wird die Grdfie der jeweiligen Deletion bestinmt.- 

c ) Sequenzierung der Einzelstrang-DNA 

Von der oben erhaltenen Einzelstrang-DNA der veriirzten Phagen sowie von 
der in Beispiel 12 hergestellten Einzelstrang-DNA von MJSS'030 und MJSS'031 
wird die Basensequenz nach dem literaturbekannten Verfahren der 
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Didesoxynukleotid-Sequenzierung|proc. Natl. Acad. Sci. USA 74:5463 
(1 971 )J bestimmt. Dabei wird die von Amersham gegebene Vorschrift £m13 
Cloning and Sequencing Handbook, 1094] befolgt. Zur Auftrennung der DNA- 
Fragmente wird ein 55 cm langes Gel mit einer von 0.1 mm bis 0.4 tun an- 
steigenden Dicke verwendet. Die identifizierten DNA-Sequenzen der ver- 
ktirzten Phagen werden mit Hilfe eines Ccmputer-Programmsjc. Queen et al. 
Nucl. Acids Res. 12:581 (1984)] an iiberlappenden Regionen zu einer DNA-Se- 
quenz zusammengefugt ,die den gesamten Abschnitt zwischen der BamHI-Schnitt- 
s telle und der Sall-Schnittstelle des in M13tg130 bzw. M13tg131 klonier- 
ten Inserts umfaflt. Durch Vergleich der beiden so erhaltenen komplemen- 
.... taren DNA-Strahge wird die Basensequenz bestatigt. 

d) Eigenschaf ten der sequenzierten DNA 

Mit Hilfe* des obengenannten Computerprogramms werden alle Eigenschaf ten der 
DNA ermittelt, die sich unmittelbar aus der Basenfolge ergeben. Darunter 
sind als wichtigste zu nennen: die Lage der Erkennungsstellen fiir Re- 
striktionsendonukleasen. die Lage und Lange der offenen Leserahmen als 
mogliche kodierende Regionen eines Gens, die Haufigkeit bestimmter Basen 
und deren Verteilung r .und das Vorkommen bestimmter funktioneller DNA-Se- 
quenzen. Die Analyse der DNA-Sequenz zeigt einen offenen Leserahmen, dessen 
Lage, .Lange und Transkriptionsrichtung mit den in den Beispielen 14 und 15 
beschriebenen Eigenschaf ten des tfdA-Gens iibereinstimmt . Er beginnt an ei- 
nem GTG-Startkodon mit der Base Nr. 748 und endet vor einen, TAG-Stopkodon 
mit der Base Nr. 1608 und hat somit eine Lange von 861 Basen, welche mit 
der Lange des von tfdA -kodierten Proteins (Beispiel 15). korrespondiert. Die 
Insertion von Transkriptions- und Translationsstopsignalen in die einzige 
Bglli-schnittstelle des sequenzierten Fragments, wie es die Klonierung des 
Omega-Fragments in pTJS'X535 darstellt (Beispiel 1 1 ) , verkiirzt diesen offe- 
nen Leserahmen rechnerisch auf 768 Basen, was mit der Expression eines 
verkiirzten und enzymatisch inaktiven Genprcdukts durch das Plasmid 
pTJS • X535cmega (Beispiel 15) utereinstimmt. 
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10 20 30 40 50 60 

Gw ATCCTCTCTC AGCTGGCCCGC A ATGCTCGA ACCCGCTGCG ATATAC AGCCGTTCGT AG 

7C 80 90 100 110 120 

■ TGC ACCTCCTCC ACCGTG ATTCC AGGCTCCTGGGGGTAG AAGCGGCCG AC ACCG AG ATGG 

1JQ 140 150 160 170 180 

■ A'TGG TGCCGGC ACGC AGGCCCTCC ATCTGCCGC ACCTTGGGC ATC AGGGCCAG AG AC AGO 

L90 200 210 220 230 240 

GTCGCCCCCGCG ACCGCCTGCGTG AACGC ATGG AGCAATGCCGGG ACGGTCTGGTAGATC 

250 260 270 280 290 300 

GCCGTGCCG AGGTAGCCGATATCG AGTTGGCCG ATCTCGCCCCGGCTGGCGGCGCGGG AC' 

310 320 330 340 350 360 

CGGTCC ACGGAAGTCCG ACCC AGTTCGAGCATGCGCCGTGCATCTTCG AGAAACGCGGCC 

370 380 390 400 410 420 

"CGGCGGGCGTG AGCTGC ACGCCGCGCGCGCTGCGCTCGAAC AAC AAC ACGCCC AGATGC. 

430 440 450 460 470 480 

TGTTCG AGCGCGTG AATCTGTCGCGTGACCGGGGGCTGGG AAATATGC AGCCGCCGCGCG 

490 500 510 520 530 540 

GCGGC ACCG AC GTTGCCCTCCTCC GCGGC AGC AACG A AATAGCG A AGC TGTCG AAACTCC 

550 560 570 580 590 600 

ATTC TTC ACTCCTGGTGGCTGGCTCCG'GCTGCCGG AG AGCC ATACCGATCCCGTATGGCT 

610 620 630 ' 640 650 660 

CGCGC TG ATGG AAGGT ATT AG ACC ATATGGCCCGGC ATTTCT AGACTACCGCC ATG AT AA 

670 680 690 700 710 720 

AACTCGGCTGCTCTCTCGTCTGCTGGAAC ATCTTC AGGCGCGCTGAGCCGTCTTTTTG AA 

730 ' 740 . 75 0 760 770 780 

AC AGTCTCTT AG A AAAGG AGC AA AAAACTGAGCGTCGTCGCAAATCCCCTTCATCCTCTT 

790 800 810 820 830 840 

TTCGCCGC AGGGGTCG AAG AC ATCG ACCTTCG AG AGGCCTTGGGTTCG ACCG AGGTCCG A 

850 860 870 880 890 900 

G AG ATCG A ACCGCTAATGG ACG AG AAGTCGGTGCTGGTGTTCCGGGGCC AGCCCCTG AGT 

910 920 930 940 950 960 

C AGG ATC AGC AG ATCGCCTTCGCGCGC AATTTCGGGCC ACTCG AAGGCGGTTTCATC AAG 

970 980 990 1000 1010 1020 

GTC A ATC A A AG ACCTTCG AG AT TC AAGTACGCGG AGTTGGCGGAC ATCTCG AACGTC AGT 

LOIiO 1040 1050 1060 1070 1030 

CTCG ACC'GC AAGGTCGCGC AACGCG ATGCGCGCG AGGTGGTCGGG AACTTCGCG AACC AG 

LOHO 1100 1110 1120 1130 1140 

CTCTGGC AC AGCG AC AGCTCCTTTC AGC AACCTGCTGCCCGCTACTCG ATGCTCTCCGC G 

1150 1160 1170 1180 1190 1200 

GTGGTGGTTCCGCCGTCGGGCGGCG AC ACCGAGTTCTGCG AC ATGCGTGCGGC ATACG AC 



L210 1220 1230 1240 1250 1260 

GOGCTGCCTCGGG ACCTCC AATCCG AGTTGG AAGGGCTGCGTGCCG AGC ACTACGC ACTG 

**x « g-^w ^ a tr*K n ca, 



Abb.10< 



WO 88/01641 



*PGT/DE87/00392 



1280 1290 1300 1310 1320 

" A ACTCCCGOTTCCTGCTCGGCG AC ACCGACT ATTCGG AAGCGC AACGC AATGCC ATGCCG 

t:<30 1340 ' 1350 1360 1370 1380 

_ CCGGTC A AG TG GC C GC TGGTTCG A AC C C AC GCCGGCTCC GGGCGC AAGTTTCTCTTC ATC 

13130 14Q0 1410 1420 1430 1440 

I GGOGCGC AUGCC AGCC ACGTCG AAGGCCTTCCGGTGGCCG AAGGCCGG ATGCTGCTTGCG . \ 

1450 1460 1470 1480 1400 1500 

C AGCTTC TCG AG C ACGCG AC AC AGCGGGAATTCGTGT ACCGGC ATCGCTGG A ACGTGGG A : * 

1510 1520 1530 1540 1550 1560 

G ATCTGG7G ATGTGGG AC AAC CGC TGC G XT CTTCACCGC GG AC GC AGGTACGAC ATCTCG * 

1570 1580 1530 1600 1610 ' 1620 

GCC AGGCG TG AG C TGC GCCGGGCGACC ACCCTGGACG ATGCCG TC^TCjIt AG CGC ACGCC A 

1630 1640 1650 1660 1670 1680 

TGGCGC ACGCCCTTTTCGCG AAGGCCCC AC AAG ATGT ACGC AACCCTG ATC AGCGGC AGC j 

1600 1700 1710 1720 1730 1740 

CGT AGC C TGG AC GGCG AC ACC TTGG CGC AGCGCG TCCTTCG AGCGGC GGGCGGCCTGGCG 

1750 1760 1770 1780 1790 1800 

GC A TGG GG ATT GAGGCCCGG TGATG TCG TC GCC ATCCTCATGCGC A ATG AC TTTCCGGTG 

1310 1820 1830 1340 1850 1860 

CTCG AAATG ACGCTGGCCGCG AACCGCGCCGGCATCGTTGCGGTGCCTTTGAACTGGCA T 

1*70 1380 1890 1900 1910* 1920 

GCGAACCGGG AC G AG ATC GCC TTC ATC CTCG AGG AC TGC A AAGCGCGTGTGCTCGTCGCG 

• 1930 1940 1950 • 1960 1970 1980 

CAC ACCG ATCTGCTC AAGGGCGTTGC ATC CGCGG TGC CCG AG GCC TGC A AGG TGC TGG A A 

1990 20QO 2010. 2020 2030 2040 

GCCGCGTCGCCGCCCG AGATCCGGCAGGCCT ATCGGCTGTCCG ATGCGTCGTGC ACGGC G 

2050 

AACCCGGGC ACGGTCG AC *. 



Abb. 10b 



- 43 - 

PCT-Leitfaden fur Anmelder - Band / - Anlage M 3 



PCT/DE87/00392 



Formblatt fur die Hinterlegung von Mikroorganismen 



Internationales Aktenzeichen: PCT/ 



MIKROORGANISMEN 



Angaben ubmr dan «jf Siit« . ."1 3 Zail* .!.2.T".2.S«r B«chr«bung 



g*nannten Mikroorganitmui 



A. KENN2EICHNUNG OER HINTERLEGUNG 2 

Wsitvrv H*mahegung«n jind auf einem iu«tz lichen atari ang«g«b«n I I 3 



Name dor Hinter fagungsstalla 4 



Deutsche Sammlung vo Mikroorgaxtisnien 



Anschrift der Hinterlegungsstelle (einschlieQlich Postteitzahl urxj Land) 4 



GrisebaciLstr. 8 

D - 34-00 Gottingen 



Qatum dor Hinterlegung 5 



28. August 1986 



E ingangsnummer** 

DSM 3829 - 38^3 



B. WEITERE ANGA8EN 7 (die Angaben warden auf einem gesonderten 8lau forTgesetzt " I I )' 



M3 



C. BESTIMMUNGSSTAATEN. FOR OIE ANGABEN GEMACHT WEROEN 3 (falls die Angaben nicht alls 8«timmung«taaten 

bfftreffeni 



O. N ACHfl EtCHUNG VON ANGABEN 1 



Folgende Angaben werden spater beim International Siiro eingereicht 9 tallgemeine aezeichnung der Angaben. z.B. "Eingangs- 
nummer der Hinterlegung'*) 



Oiesas Blatt wurde zusammen mit der iniernationalen Anmeldung eingereicht (vom Anmeldeamt nachzupriifen) 

cswi rt 



ing eingereicht (vom Anmeldeamt nachzupriii 
( S«vollmacnVlgter 8«amcar) KONV'A* > 

□ ^ Regierungsamrrr.ann 
Datum des Eingang* dieses (vom Anmelder nachgereicnren) Slaitw twim Internationaien Siiro 10 



(S#voHmacntlgiflr a«mttr| 



Formbian PCT/RO/ 134 (Januar 1985) 



Anmerkungen siene Beiblatt 



(Januar 1986) 



Ersateblatt 



WO 88/01641 

PCT-Leitfaden fur Anmelder - Band 1 -Anbtge M 3 



,..PCT/ ! DE87/00392 



Formblacc fur die Hinterlegung von Mikroorganismen 

Internationales Aktenteichen: PCT7 ^ 87/00392 



M3 



MIKROORGANISMEN 


A. KENNZEICHNUNG OER HINTERLEGUNG 3 

W*it«rv Hint*r1«gung*n iind «uf ttn«m njaulicton BUrt *v 




Name der Hinrerlvgungutvlf* 4 




Deutsche SammLung von Kikroorganismen (DSM) 


Amchnft d«r Hinnrf«*jngntetle («imchlic41icfc Po«l«ifz*M und L*nd>* 

Gisebachstr. 8, D- 3400 Gdttingen, DeutschLand 


Oaotm der Hinnrtagung 5 

28.08.1986 


Eioqangwmmrmf 6 

DSM 3829 


3. WEITERE ANCABEN 7 (dm An^mbmn *mn*n «uf .rum gmot 


KWrwn BUtt fnmj— lu I It 



Fur diejenigen Bestinnungen, in denen ua ein europaischea Patent nachgesucht wird, 
wird bis zur Veroff entlichung des Hinweises auf die Erteilung des europaischen 
Patents oder bis zu dem Tag, an dan die Anneldung zuruckgewiesen oder zuriickge- 
normen wird oder als zuruckgencnmen gilt, der Zugang zu dem hinterlegten Mikro— 



organismus rtur durch Herausgafae einer Probe, des Mikroorganisnus an einen Sach- 
verstarxiigen hergestellt, der. von der Person, die die Probe beantragt, benannt 
wirrl (Wf>1 28 Ahsai-* U EPU). ' 



C. aESTIMMUNGSSTAATEN,FOR01E ANGABEN GEMACHT WEHOEH 3 (UH dit Ai^b«i nidtt Btnmcrxjn^ttttm 



O. NACHREICHUNG VON ANGASEN 9 



Folgrnd. Any**n VMnkn ipiar b*m lnt*m«tion*«n 8m «ing«r«icht 9 (aOgarmin* 8»cfcnung c 
numrrwdar Hmrarlagung") 



Blatt wuidt 




Dipl.-Verwclfunqsw irt 

m lflW r B Mm W) R- KONVALIN 

Rsgierungscmtmann 

Datum da Efn^an^ dm* (van Anraidr rucftQtrvehttn) Bl*ttci Mm InttmniaMtoi 8*kV° 



(BcvoilmAcfttlfW S«mnr) 



FormbUH PCT/ RO/ 1 34 (Jotuat 1 96S) 



Anm«rtujog«o atato 8«*bf«Ct * 



Qanuar 1986) 



'#6 83/01641 



PCT/DE87/00392 



PCT-Leitfaden fiir Anmeider - Band I - Anlage M 3 



Formblatt fiir die Hinterleeune von Mikrooreanisrnen 

EE 57/00392 



Internationales Aktenzeichen: PCT/ 



M3 



Angatoan iibmr dan auf Satta . 



13 



, Zaila 



Ml KROORG AN ISMEN 

. . . . dar Baschretbung ganannrvn Mikroorganitmut 1 



A. KENNZEICHNUNG OER H INTER LEGUNG 

Waitara Hinterlagungan tind auf atnam zutatztichm Blatt a< 



□ 



Nama der HinterlogungwtaH*'* 

Deutsche Samm lung von Mikroorganismen (DSM) 



Anichfift der Hinterfagungutelle (ernschfiaSlich Postleitzahl und Land} 4 

Gisebachstr. 8, D- 3400 Gottingen, Deutschland 



Oatum der HinrariegungS 



28.08.1986 



E i n gangsnu mmar 6 

DSM 3830 



B. WEITERE AN G ABE N. 7 (dia Angaba^ v**rda« auf ansm gesondarten Slan fortgawizt [Z] 



Fur die jenigen Bestiummgen, in denen urn ein europaisches Patent nachgesucht wird, 
wird bis zur Veroffentiichung des Hirrweises auf die Erteilung des europaischen 
Patents oder bis zu dem Tag, an dera die AnmeLdung zuruckgewiesen oder zuruckge- 
ncmmen wird oder ais zuruckgencnmen gilt, der Zugang zu dem hinterlegten Mikro- 
organismus nur durch Herausgabe einer Probe des Mikz oorganisnus an eihen Sach- 
verstandigen hergestellt, der von der Person, die die Probe beantragt, benannt 
wird (Regel 28 Absatz 4 EPU). 



C. BESTtMMUNGSSTAATEN, FOR DIE AMGA8EN GEMACHT WERDEN (fall* dim Angaban nicfit alia BertimmungMtsaian 

betraffenl 



□ . NACH RE (CHUNG VON ANGA8EN 



Fa (gen do Angabao ward an spiwr baim imamationafao Buro eingaraicht (ailgamaina SazfitchfHjng dar Artgaban, r.3. "Eingangs- 
nummer dar Htnreriagung") 



E. I X I Qi*s*% 81au wurda muanum i m i l iMt IMcinaluirUt ci i Ann wldwog »(ogaraicht (vom Anma4daarnt nactirupriifent 

\ Reqterungscrr.t.r.cnn 

I 1 Oatum d« Eingangx die*** (vom Anmalder nacrtgeratcriTan) Slat t*r bairn IntarrtattonaJaTi Buro 1 ^ 



(8a*o4tm*ehtlgtar 8««mtar> 



Formotatt PCT/ RO/ 134 (Januar 1965) 



Arwnertungcn aterw SeiOtatt 



(Januar 1986) 



WO 88/01641 

PCT-Leitfaden fiir Anmelder - Band I —Anlage M 3 



r PCT/DE87/00392 



Formblatt fiir die Hinterleeung von Mikroorganismen 

DE?7/Q0392 ° 

Internationales Akcenzeichen: PCT/ 



M3 



MIKROORGANISM6N 

Angatoen Obmr den «jf Stilt . . A i Zftil* ...1.4...d#r 8«chr»bung gwianmen Mikroorgartwnuj 1 



A. KENNZEICHNUNG OCR HINTERLEGUNG 2 

Weit«r« Hinrerfegungm •ind auf ein#m zuaulichen Bl*n a< 



Name def Hin terlegungutolU* 1 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen (DSM) 



Anschrift d*r Hrnteriagungnielte (einscftli*fllich Postltitzahl und Landi* 



GLsebachstr. 8, D- 3400 Gottingen, Deutschland 



Oatum der Hinrartegung 5 - 



28.08.1986 



Eingangsnummer 6 



DSM 3831 



B. WE1TERE ANGAS€N 7 (die Angafcan wertien auf vinem gasorKl«n*n Blau. fortgnartzt CU> 



Fur diejenigen . Bestimnumgen, in denen an ein europaisches Patent nachgesucht wird, 
wird bis zur Veroff entiichung des Hinweises auf die Erteilung des europaischsi 
Patents oder bis zu dm Tag, an dem die Anmeldung zuruckgewiesen oder zuruckge- 
ncmnen wird oder als zuruckg em miwu gilt, der Zugang zu dan hinterlegten Mikro- 
organismus nur durch Herausgabe einer Probe des Mikrcorgariisniis an einai Sach- 
verstandigen hergestellt, der van der Person, die' die Probe beantragt, benannt 
wird (Hegel 28 Absatz 4 EPU). 



C, SESTIMMUNGSSTAATEN. FOR DIE ANGABEN GEMACHT WEROEN (faJIt die Angab»* nicht ail* B^rtimmungxaiMtcn 

betrsffent 



O. NACH REICH UNG VON ANGABEN 9 



Folgend* Angaben wwrd»n sparer beim lnwm«rion»i«n Suro eir»g«r»tcftt 9 (aJlg«m*in« B*mchnung d«r Angatoon. z_B. "Eingangj- 
nummer der Hintsriegung") 



E.< I ^ I Ote»s 31 



•att wurd« zim* 



atlarval^n flnrralrlim g «i*g«r*icJit (vom Anme+daarm nachzuprijfen) 



aegigiur;.;.i. 

Oatum dm Eingaflgs di«« (vom Anmelder nac Norwich ten) BUttw btim InwmatfcnaJeti Bum 10 




lB«vo4lm*chtlgt*r BMmm) 



FormOLatt PCT/RO/ 1 34 (Januar 1 985) 



Anmerfcun^en sierw BaibUtt 



(Januar 1986) 



: 'WOT88/01641 
PCT-Leitfaden fur Anmelder - Band 1 -Anlage M 3 



PCT/DE87/00392 



Formblatt fur die Hinterlegung von Mikroorganismen 



Internationales Aktenzeichen: PCT7 



EE 87/00392 



M3 



MIKROORGANISMEN 

Angatoen iitoer don auf Svita . . . } ^ . . ., Zeile . .1 der Seschreibung gonannten Mikroorganitmu* 1 



A. KENNZEICHNUNG DEO HINTERLEGUNG 

Waiter* Hintertegungan tind auf einam lusitztichen Biatt angagetoan 



(3 



Name der HinterlegungMiell* 4 

Deutsche SammLung . von Mikroorganismen (DSM) 



Anschrift der Hinteriegungutefle leinschliefllich Postleitzahl und Land) 4 

Gisebachstr. 8, D- 3400 Gottingen, Deutschland 



Oarum der Hinrerlegung 5 



28.08.1986 



E i ngangsn um m a r 6 



DSM 3832 



8. WE1TERE ANGA8EN (die Angaben warden suf at nam gesonderten Blatt fongesatzt 



Fur die jenigen Best inirungen, in denen un ein europaisches Patent nachgesucht wird, 
wird bis zur Veroff entiichung des Hinweises auf die Erteilung des europaischen 
Patents oder bis zu dam Tag, an dem die Arxneldung zuruckgewiesen oder zuruckge- 
ncrrmen wird oder als zuruckgencnmen gilt, der Zogang zu dem hinterlegten Mikro- 
organismus nur durch Herausgabe einer Probe des Mikroorganisnus an einen Sach- . 
verstandigen her ges tell t, der von der Person, die die Probe beantragt, benannt 
wird (Regel 28 Absatz 4 EPU). 



C. BESTIMMUNGSSTAATEN. FOR DIE ANGABEN GEMACHT WEROEN (fall* die Angaben nicht alio Bwirnmungstaaien 

be t re f fan ) 



O. NACHRE1CHUNG VON ANGABEN 3 



Fofgende An gab en warden sparer beim Internationalen 8uro eingereicht 9 (ailgemairm Bezeichnung der Angaben; 2-8. "Einganga- 
nummer der Hintarfegung") 



El o.. 



ieiei Btatt wurde ; 



nBjHJUJJIiaiW Arlmeldung ainasrwcht (vom An me (da arm nachzupriiJen ) 

M l .Dipl.-Verwaifungsw.rt 



1 




(j KQN ■' ALiN 



□ 



Datum dei Eingangs diesei (vom Anmelder nachge retch tent Blattn beim (nternationaJenBuro 



(a«votlm*chtlffT«r 8««mi*r> 



Formotatt PCT/RO/ t34 (Januar 1985) 



Anmerkungen sfefte B«ibUCt 



(Januar 1986) 



- 43 - 

WO 88/01641 

PCT-Leitfaden fiir Anmelder — Band I — Anlage M 3 



l PCT/DE87/00392 



Formblatt fiir die Hinterlegung von Mikroorganismen 



Internationales Aktenzeichen : PCT/ 



EE 87/00392 



M3 



MIKROORGANISMEN 

Angafaen uber den auf Stiro .13 Zsile . . . .1^. . . der 8eschreibung sen arm ten MikroorganiinniS 1 



A. KENNZEICHNUNG DER HINTERLEGUNG 2 

Weitare Hintertegungen jind auf einem iusiulichen Btau angegeben - 



Name der H in lerfegungu telle 4 

Deutsche Sanunlung von. Mikroorganismen (DSM) 



Anschnft der Hinterfegungutelle (einschlteaiich Postleitxahl und Land)* 



GIsebachstr . 8, D- 3400 Gottingen, Deutschland 



Oacum der Hinrerlegung 5 



28,08.1986 



Eingangsnummer 6 

DSM 3833 



8. WEITERE ANGABEN 7 (die Angatoen warden auf einem gesonderten Blatt fongesetzt I I 



Eur dlejenigen Bestimoingen, in denen un ein europaisches Patent nachgesucht wird, 
wird bis zur Veroff entiichung des Hinweises auf die Erteilung des europaischei 
Patents oder bis zu desn Tag, an desn die Arcneldung zuriickgewiesen oder zuruckge- 
ncnrnen wird oder als zuriickgertannen gilt, der Zugang zu rfpm hinterlegten Mikro- 
organisraLis nur durch Herausgabe einer Probe des MikrDorganismus an einen Sach- 
verstandigen hergestellt, der von der Person, die die Probe beantragt, benannt 
wird (Regel 28 Absatz ^ EPU). 



C. SESTtMMUNGSSTAATEN, FOR OIE ANGABEN G EM AC HT WERDEN (fails die Angatoen nicht aile Sestimmungataaten 

betreffenj 



D. NACHREICHUNG VON ANGABEN 9 



Folgende Angaben werden sparer bcim fnwmatiooalen Buro ainflermcht 9 (aJIgemeine Bezofchnung dor Angaden, z.B. "Eingangs- 
nummer dor Hinrertegung") 



t Bfait wurde z ti-u i u i t ci i mil UBl Una inat l un^ign MihuuIUui i li u r 




raicht (vom Anmeld«arm nactizudjnjfenl 



(BvwoltmictiTlgTar a«tmtir| 



□ 



73- 1 



Datum das Eingangs dieses (vom Anmelder nachgereichtenl 8fattes beim Imemaiionalen Burot 10 



(S«va(lm«chtlst*r Beamttr) 



Form blatt PCT/ RO/ 134 (Januar 193S) 



AnmenKungen si eh* BetWart 



(Januar 1986) 



- 49 - 

WO" 88/0 1 64 1 

PCT-Leicfaden fiir Anmelder - Band 1 - Anlage M 3 



.PCT/DE87/0O392 



Formblatt fiir die Hinterlegung von Mikroorganismen 

In ternationales Aktenzeichen : PCT/ pg 87 /0O392 



M3 



MIKROORGANISMEN 

Angaoen uoar dm m< Saita ..13 Z«t(« . . . . 1 7. . . der Setchrmbung gananntan Mikroorganitmu* 1 



A. KENNZEICHNUNG DER HINTERLEGUNG 

Waiters Hintarlegungen iind auf oin«m iuiiiiliehen Blait angageoan 



0 



Name der Himertegungsstelle'* 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen (DSM) 



Anschrift der Hinterfegungutefle leinschtiafilich Poit(«irz»hi und Land) 4 

Gisebachstr. 8, D- 3400 Gottingen, Deutschland 



0 a turn der Hinrarteoung 5 




EinaangsmjfTUT 








28.08.1986 




DSM 3834 





S. WHITER E ANGA8EN (die Angjbtn wardan auf eirvem gesonderten BUtt fortgesatz 



. □» 



Fiir die jenigen Bestirmungen, in denen an ein europaisches Patent nachgesucht wird, 
wird bis zur Veroff entlichung des Hinweises auf die Erteilung des europaischen 
Patents oder bis zu dem Tag, an dem die Armeldung zuruckgewiesen oder zuruckge- 
naimen wird oder als zuriickgenarrnen gilt, der Zugang zu dem hint er 1 egten Mikro- 
organismus nur durch Herausgabe einer Probe des MikroorganisirLis an einen Sach- 
verstandigen hergestellt, der von der Person, die die Probe beantragt, benannt 
wird (Regei 28 Absatz 4 EPU). ■ . 



C. BESTtMMUNGSSTAATEN. FOR Of E ANGABEN GEMACHT WEROEN (f*m die Angafean nictit alia BeitirnmuogHxaaten 

betreffen) 



O. NACHRE1CHUNG VON ANGABEN 



Foigande An gab-en warden sparer beim intemationaten Buro eingeraichr (allgemeine Bereichnung der Aogatoan. z.S. "Eingangs* 
nummar der Hinrsrtegung") 



E. J V 1 Dieses Blau wurde lujomwn mil LIT i mmuiimidl eii Ai i iitalOu i>g aingaraicht (vom Anmekleamt nachzuprufen) 




(S*voitm«cntfgter 9««mrar) 



pfi J Dipl.-Verwcltungsv/irt 



5 s g i e r u n g s c . v. r -r c r. n 



□ 



0 a turn Cm Eingangs dieses (vom Anmefder nachgereichren) Blattei beim Intemationalen Buro 



(SawoUmAchtlgtar 3um»rl 



Formblatt PCT/ RO/ 1 34 ( Januar \ 985) 



Anmerfcungen sietvo 3«i6Utt 



(Januar 1986) 



- 50 - 

WO 88/01641 

PCT-Leicfaden fiir Anmelder — Band I - Anlage M 3 



PCT/DE87/0O392 



Formblatt fur die Hinterlegung von Mikroorganismen 



Internationales Aktenjeicrwn: PCT/ 



ffi 37/00392 



M3 



1 'a io 

Angatxrt ubar dan «uf Sai'ta ..I J Zaifa 



MIKROORGANISMEN 

18 



dar 8ascfcrvibung gananntan Mikroorganiimus 



A. KENNZEICHNUNG OCR HINTERLEGUNG 2 

Waittra Hinrariegungan find *uf einam iusaulicHon Blatt ai 



Name der Hinterfagungnttlla 4 

Deutsche SammLung von Mikroorganismen (DSK) 



Anschri ft der HtnteriaqunguteHe (ei'nschlteSIich PositaitzWil und Land)* 



Gisebachstr. 8, D- 3400 Gottingen, Deutschland 



Oatunr d«r Hinmrlegung 3 



28.08.1986 



Eingaoginummar 5 



DSM 3835 



8. WEITERE ANGABEN 7 (d* Angabm v««rd«i auf einem gesandarren BUn fortgaaatxr I I ) 



Fur diejenigen Bestinmungen, in denen an ein europaisches Patent nachgesucht wird, 
wird bis zur Ver off en ti ichung des Hinweises auf die Erteilung des europaischen 
Patents oder bis zu dem Tag, an dem die Armeldung zuxikkgewiesen oder . zuruckge-, 
nnrmPT i wird oder als zurdckgertormm gilt, der -Zugang zu-dsn hinterlegten Mikro- . 
organisnus nur durch Herausgabe einer Probe des MikroorgaiiisriLis an einen Sach- 
verstandigen hergestellt, der von der Person, die die Probe beantragt, benannt 
wird CRegel 28 Absatz 4 EPti). 



C. BESTIMMUNGSSTAATEN, FOR DIE ANGASEN GEMACHT WEROEN 3 (faiftd* Aogatoen nicftt sJls Bestimmungmaaten 

batreffftfi) 



O. NACHRE1CHUNG VON ANGASEN 



Foiganda Angaban warden spatar baim inramarionalen Buro eingereicht (aitgameina Bazei ch nu nig dar A ngaben. z.3. "Singanoi- 
nummer dar Hinrarfegung") 



E. I / I Oteso* Blatl wurde zwmnm 



icmaumn la n A wf w ld n w a, li/ i y araicht (vom Anmatdeami nachruprufen) 

Di p 1 V>- rwc 1 * U ^-y^*- 



(Bavoiimif ntlgtar &*mr\vt\ 
Oatum des Etngangs dieses (vom Anmolder nacf>gereichtenj SUttei bairn In tarnation a J en Buro 10 




, (BevoMmachtlgtar Burmar) 



Pormoiatt PCT/ RO/ 1 34 (Jartuar 1 985) 



Anmerkungon sfefte BeibUtt 



(Januar 1986) 



- 51 - 

WO 88/01641 

PCT-Leitfaden fiir Anmelder - Band I - Anlage M 3 



PCT/DE87/00392 



Formblact fiir die Hinterlegung von Mikroorganismen 



Internationales Aktenzeichen: PCT/ 



M3 



DE 87/00392 



MIKROORGANISMEN 

Angatoen ubar d&n mat Saim ..13 Zaila 19.. dar 3*schraibung gart«nnta<i Mikroorgjniimui 1 



A. KENNZEICHNUNG OER HINTERLEGUNG 

W«it«r« Hinrwrlegungan end atif ain«m £u»tzlich«n Slut angagaban EI 



Name der Hinterl«gungsitall« 4 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen (DSM) 



Anschrift dtr HimerlegungnteHe (etmchliaBlich Postlairzahl und Land) 4 



Gisebachstr. 8, D- 3400 Gottingen, Deutschland 



Datum dar Hint»rtegur*g s 



28.08.1986 



Emgangutummar 6 



DSM 3836 



8. WEJTERE ANGA8HN (di* Angaban warden auf at nam ge*ond«rtan SUn fortgatatz 



Rir diejenigen Eestinrrungen, in denen un ein europaisches Patent rachgesucht wird, 
wird bis zur Veroffentlichung des Hinweises auf die Erteilung des europaischen 
Patents oder bis zu dem Tag, an dem die Armeldung zuruckgewiesen oder zuruckge-- 
normen wird oder als zuruckgenannen gilt, der Zugang zu dem hinter legten Mikro- 
organismus nur durch Herausgabe einer Probe des Mikrcorganisnus an einen Sach- 
verstardigen hergestelLt, der von der Person, die die Probe beantragt, benannt 
wird (Regei 28 Absatz 4 EPU). _ 



C. BESTIMMUNGSST AATEN, FOR OIE ANGASEN GEMACHT WEROEN (fails d« Angatoan ntcht aJJa Bast immurtgs*taa ten 

betraffant 



O. NACHREICHUNG VON ANGA86N 



Folgande Angaban warden ipater beim Internationale*! Suro eingeretcnt (ailgameine Bermchnung d«r Artgaben, £.8. "Etngangs* 
nummw dar Hinterlegung") 



E. | Qiesn Blatt wurd* lUim i iuHi n mil rt a r fnt a rmrinml a n <\*m»\H**f e/noaraicftt (vom Anmataaamt nachzupnifen) 



□ 



Datum des Eingactgs dieses (vom AnmeJder nachge retch ten) Blattes beim Imamacionaten Suro 




( 9«vollrri*cMtlat«r 8««mt«rt 



Dipi.-Ver.vc.*:t, 
K. KC-v - 



Segierurcs 



(BevoJImacntlgrer S««mr«r) 



Formtsiart PCT/RO/ 134 (Januar 1985) 



Anmerfcungen siebe 8eibua 



(Januar 1986) 
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Internationale! Aktenzeichen: PCT/ 
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MIKROORGANISMEN 

Angaoen «fa»r d«n auf Seitw ..13 Ziife . .?.9 der Bescnretbung gertannten Mikroorganitmus 1 



A. KENNZEICHNUNG OER HINTERLEGUNG 2 

Weit«r« Hinterleguogen tind wf tin«m zusatziiehen Blatt af^getMn Ol] 3 



Nanw der Hinrerlegungssiall* 4 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen (DSM) 



Anschrift dtr Hinrerfegungu telle (etruchlieBHch Pastleitzahf und Land)* 



Gisebachstr. 8, D- 3400 Gottingen, Deutschland 



Datum der Hinrorlegung s 



28.08.1986 



£ in gangsnu mmer 6 

DSM 3837 



8. W6ITERE AN G A BEN (die Angatoen wardtn auNnttn gesondarten SLrrt forryesetzt 



□ 



Fur diejenigen Bestimmngen, in denen un. ein europaisches Patent nachgesucht wird y 
wird bis zur Veroff entlichung des Hinweises auf die Erteilung des europaischen 
Patents oder bis zu dem Tag, an dem die Anneldung zuriickgewiesen oder zuruckge- 
norraen wird oder als zuruckgenannen gilt, der Zugang zu dem hinterlegten Mikro- 
organism is nur durch Herausgabe einer Probe des Mikroorganianus an einen Sach- 
verstaridigen bergestellt, der von der Person, die die Probe beantragt, benannt 
wird (Regel 28 Absatz 4 EPU). 



C. BEST! MM UNGSSTA ATEN, FUR OIE ANGASEN GEMACHT WHROEN 3 (fail* die Angaben mdit *Ia S«timmur^»t«t«n 

b*tr«ffen| 



O. NACHRE1CHUNG VON ANGASEN 



Folgande Angaben werden sparer betm fnramatioorien Buro eingereictit 9 (aiigemeine Bezeichnung der Angaben, Z.S. "Eingangs- 
numrrter der Hinteriegung*') 



E. 1 X I Dieses Srattwurdez 
CCut* 



•1 f 



■dJuny-ti'i Hjfareictu (vom Anme4d«arnt nachzuprufenl 

Dip;.- --■ 



Oacum des Eingartgs dieses (vom Anmelder nachgereich ten I Slattes beim tnnrnationalen Buro 1Q 



(BevoHmacMtlgtvr BMmtar) 



Formbtan PCT/RO/134 (Januar 1985) 



Annwrkungen sfelt« BobUtt 



(Januar 1986) 
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M3 



MIKROORGANISMEN 

2 1 

Angaben ubmr dan auf Saita ..13 Zail* dar S#ichr»ibung g*n«nnt«n Mikroorganismus 1 



A. KENNZEICHNUNG OEH HINTERL.EGUNG 

Waiter* Hintarfagungan «ind auf ainam xusatzltcnan 8!att angagatoan 



Nam* der Hirtrerlagungutella 4 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen (DSM) 



Anschrift dar Hinteriagungutelie (einschliaBlich Poitleitzaht und Land) 4 

Gisebachstr. 8, D- 3400 Gottingen, Deii tschland 



Datum dar Hinreriegung 5 




E i n g*ngsn u— wrwr** 




28.08.1986 


DSM 3838 



3. WEITERE ANGABEN (die Ang_ben v*«rd«n *jf at nam g«wnd«nan Blan fortgawrrz 



Fiir diejenigen Bestimnungen, in denen on ein europaisches Patent nachgesucht wird, 
wird bis zur Veroffentlichung des Hinweises auf die Erteilung des europaischen 
Patents oder bis zu dem Tag, an dem die Arxneldung zuruckgewiesen oder zuruckge- 
nenraen wird oder als zuruckgenannen gilt, der Zugang zu dem hinterlegten Mikro- 
organismus nur durch Herausgabe einer Probe des Mikroorganismus an einen Sach- 
verstandigen hergestellt, der von der Person, die die Probe beantragt, benannt 
wird (Regel 28 Absatz 4 EPU). 



C. BESTIMMUNGSSTAATEN. PUR DIE ANGABEN GEMACHT WEROEN 3 (fails dM Artgaban nicht alia Bwimmun^arwieti 

beiraffen) 



O. NACHREICHUNG VON ANGABEN 



Foigende Angaben word an sparer beim tntamaiionalan Buro aingaraicht (ailgamaina Banichnung der Angaban, r.B. "Eingangs- 
nummer dar Hintarieyung") 



E. \)^ I Qicsas Blatt wurde zu**m m*r mtf flflf > * r "~ 1,; ""''' , - r ' ^ — — --r ' — ' ; r — u J ^tTiirrrhT (vrrm ^nrmtHtumT nurhr tpri*"t 

Segierur.c;- "--n 



(8woUmichtlgTir 8««mtar) 



□ o 



a turn d— i Eingangi dteset Ivom AnmakJer n acrtgar etc Man I Blattat bairn Imamafiartalen Buro 



(BavoHrr tAcnttgtvr BMmtir) 



Formoian PCT/ RO/ 134 (Januar 1985) 



Anmerkungen sietw &otdUQ 



(Januar 1986) 
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Internationales Aktenzeichen: PCT/ 



TF. 87/0039? 



M3 



MIKROORGANISMEN 



Artgatoen ubmr den auf S«it« ..13 Zeit« der B^chrwbung 



gvnarmten Mikroorganitmus 



A. KENN2EICHNUNG OCR HINTERLEGUNG 2 

Weitere Hinrerlegungen u'nd au/ einem zusa«licn«n aiatt angegetoen 3 



Name der Hinterfegungutelfe 4 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen. (DSM) 



Anschrift dtr Hintertegungurelle (efnscftli«8lich Poitleicrahl und l_and>* 



Gisebachstr. 8, D- 3400 Gottingen, Deiitschland 



Datum der Hinreriegung 5 



28.08.1986 



Ein^angviumrncr 6 

. - DSM 3839 



B. WEITERE ANGASEN 7 (dim Angafean «*rden wf einem gesondenen 8 1 art fon^MUi Q 



Fur diejenigen Bestinmingen, in denen urn. ein europaisches Patent nachgesucht wird, 
wird bis zur Veroffentlichung des Hinweises auf die Erteilung des europaischen. 
Patents oder bis zu dem Tag, an dem die Anmldung zuriickgewiesen. oder zuriickge- 
narmen wird oder als zuriickgencmnen gilt, der Zugang zu dem hinterlegten Mikro- 



organismus nur durch Herausgabe einer Probe des Mikroorganismus an einen Sach- 
verstandigen hergestelit, der von der Person, die die Probe beantragt, benannt 
wird (RegeL 28 Absatz 4 EPU). 



C- 3EST1MMUNGSSTAATEN. FOR DIE ANGABEN GEMACHT WHRDEN 3 (faUi dit Angiten nicftl sit* BewimrnungHtaaien 



bet re f fen) 



O. NACHREICHUNG VQN ANGASEN 3 



Folgenda Angaben warden sparer beim Inttmatiooaleo Buro eing«r»icnt 9 (ailgerneirw Saatchmjng der Aooaben z.B "Einoarwa- 
n urn rrter der Hints rfe-gung ) ^ ^ 



eas Slatt wurde 2 



in iUiiimMun* einotrwctit tvom AnmeWearru nacftzuprufen) 



(BwcllmAchWgter 8««m«r| 





CZI Datum des Emgangi dieses (vocn Anmekler nachgereichten} QIactn beim Internationale* BGro , ° 



(BevoJIfnftcMfgter Soai-ntvr) 



FormbUm PCT/RO/134 (Januar 1985) 



AnmerkurvQen sier>« Bai&atX 



(Januar 1986) 
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Internationales Aktenzeichen: PCT/ 



M3 



MIKROORGANISMEN 

Angaben iiber den auf Sai tt ..13... . .. Zetle . . . . . der Betchreibung genannttn Mikroorgarmmut 1 



A. KENNZEICHNUNG -OCR HINTERLEGUNG 

Weitare Himerlegungan rind auf em am zuutzlichen Slatt anoageben 0 



Name der Hintertegungurttlf* 4 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen (DSM) 



Amchrift der Hintertegungntelle (einschlieSlich PosUeitzartt und Land) 4 



Gisebachs tr . 8, D- 3400 Gottingen, Deutschland 



Oatum der Himertegung 5 



28,08.1986. 



Eingangsnummer*' 

DSM 3840- 



3. WEITERE ANGABEN (die Angaben vwrdeti auf einem gesondarten Blatt tangmmzx 



□ 



Fur diejenigen Bestinrnmgen, in denen urn ein europaisches Patent nachgesucht wird, 
wird bis zur Veroff entlichung des Hinweises auf die Erteilung des europaischen 
Patents oder bis zu den Tag, an dem die Arrneldung zuriickgewiesen cder zuriickge- 
acrrmen wird oder als zuruckgenarrnen gilt, .der Zugang zu dem hinterlegten Mikro- 
organisraus nur durch Herausgabe eiher Probe des MikroorganisrnLis an einen Sach- 
verstandigen hergestellt, der von der Person, die die Probe beantxagt , benannt 
wird* (RegeL 28 Absatz 4 EPU). 



C. 9ESTTMMUNGSSTAATEN. FOR DIE ANGABEN GEMACHT WEROEN (falls dim Angatoen nicfit aJ!« Bestimmuogataaren 

betreffen) 



O. NACHRE1CHUNG VON ANGABEN 



Fotgende An gab-en warden sparer beim Internationalen Buro etngereicht (aMgemeine Bezeicnnung der Angatoan, z.8. "Eingangs- 
nummer der Hinreriegung") 



E. | ^| Dieses 9tatt wurde 'zxrsmmmtn m il Jui imiiuJiTui i a l u * , Vn nu l iJu i i lj j ikgenwcht (vcxn Anmefdaamt nachzupriifen) 



a turn des Eingangs dieses (vorn Anmelder nachgereichren) Slaet« , b«tm fntemationaten 3uro 10 




{8«voiimarht4<rtar Saamtarl 



Regieru 



(Bavoiimacntigtar Qaamterl 



Fofmbtatt PCT/ RO/ 134 (Januar 1985) 



AnmerKungen £eno 8<5<btatt 



(Januar 1986) 
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Internationales AJctenzeichen: PCT/ 



TT. 87/00^2 



M3 



MIKROORGANISMEN 

Angaben ubmr den «uf Seite .A3 Zaile £4 



der 8««chreibung gvnannten Mikroorganttmus 



A. KENNZEICHNUNG D6H HINTERLEGUNG 2 

Waiter* Hmtoiiogung^n «nd auf ainem xusaulichen Blait angegetoen [x] 3 



Nam* der Hinterlegunguielte* 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen (DSM) 



Anschrtfr der Hinreriegunguielle (einschlieaiich Postleiaaht und Ljndl* 



Gisebachstr* 8, D- 3400 Gottingen, Deutschland 



Oatum der Hinroriegung 3 



28.08.1986 



E i ngangvi umnw* 

DSM 3841 



B. W61TERE ANGABEN 7 fdw Angafam MtrMn «jf eintm goandwtm BUtt ivtvjumxzv. I l l 



Fur diejenigen Bestinrrxingen, in densn an ein europaisehes Patent nachgesucht wird, 
wird bis zur Veroff entiichung des Hinweises auf die Erteilung des europaischai 
Patents oder bis zu dem. Tag, an dem die Anne Idling zuruckgewiesen. oder zuriickge- 
ncnraen wird oder als zuruckgencmiien'giit," der Zugang zu Hcttt hinterlegten Mikro- 
organismus nur durch Herausgabe einer Probe des Mikroorganismus an einen Sach- 
verstandtgen hergestellt r der von der Person, die die Probe beantragt, benannt 
wird (Regei 28 Absatz 4 EPO). 1 



C. 8ESTIMMUNGSSTAATEN. FOR 01 E ANGABEN GEMACHT WEROEN (fall* die AnQabart rticfu 4t« Binimnxjn^mttn 



bet re f fen I 



O. NACHRE1CHUNG VON ANGABEN 8 



Fal^jnde Angaben wrerden ipitar beim Inrernaiionalen Buro eiog*r*ichi* Undermine B*Michnung der Anaaben. "Emoms- 
nurnmer der Hinwriegung") " 



J- 



«as Blait wurde eutwniimi Hill 0«i imeiiudoiuieii A.mwUuT^eindereicrit (vom Anmefd«amt oachruprufen) 

(BevflUmaclltlgMr 8«annr| *" " * - ' 

□ Datum des Eingacigs dieses (vom Anmelder nachgerei'ctuenl Stattes bum Intemationeien Euro 10 



{BwfOJImActulgrer 8««nnr) 



Form &U ft PCT/ RO/ 134 (Jertuar 1985) 



Anmerkungen s*en« SaibUtt 



(Januar 1986) 
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t 
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Internationales AJctenzeichen: PCT/ 



M3 



EE 87/0039? 



MIKROORGANISMEN 

Angatoen titimr d*n auf Smitm ..13 Zuiim 25. d«r B«schrmbung gaoanntan Mikroorganismus 1 



A. KENNZEICHNUNG DER HINTERLEGUNG 

Wattaro Hintorlogungan lind auf «in«m *usatztichen Blatt ang«geb«n 



0 



Name der Hirnerl«qungsjtell« 4 

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen (DSM) 



Anschrift dar HinteHegungutefte (einschtieStich Pastlaitzahl und Land) 4 



Gisebachstr. 8, D- 3400 Gdttingen, Deutschland 



Oatum der Hintorteguo^ 3 



28.08.1986 



E i n gangsnu mnw* 



. DSM 3842 



B. WEITERE ANGA3EN 7 (dia Angaban warden auf *inem gesonderten Blatt fortg»**tzt [Zl* 



Fur diejenigen Bestinnungen, in denen an ein europaisches Patent nachgesucht wird, 
wird bis rur Veroffentlichurig des Hinweises auf die Erteilung des europaischen 
Patents cder bis zu dem Tag, an dera die Armeldung zuriickgewiesen oder zuruckge- 
ncnraen wird oder ais zurikkgencnnien gilt, der Zugang zu dem hinterlegten Mikro— 
organisTTus rair durch Herausgabe einer Probe des Milcroorganisnxis an einen Sach— 
verstandigen hergestellt, der von der Person, die die Probe beantragt, benannt 
wlxd (Regel 28 Absatz 4 EPtl)^ ■ 



C. BESTIMMUNGSSTAATEN, FOR DIE ANGA8EN GEMACHT WEROEN (fails Angaban mem allc BwimmunflatMW 

berraffen) 



NACHRE1CHUNG VON ANGABEN 



Folgande Angaben warden ipirar beim I n tarn at ion alao Buro eingereicht (ailgemeine Bewichnung der Angaben. 2.8. "Eingangs- 
nummer der HinterlegurKj'*) 



I I Dieses Btatt wuftle * w x i ii iii t i i m i l lNi i'iuil i i nniunti l cn A w mwM y nrj eingarejcht (vom AnmtkJeamt nachzuprufen) 



OwolJmacrtffgtaV Baamtar) , 
Datum dn Eingangs dimes (vom Anme'der nachgereienten) Blatt a* betm Intemattonalen Buro 1 



(8wo4lm*chtJ<n«r Baamta r) 



Formblatt PCT/ RO/ 1 34 ( Januar 1 985) 



Anmerkungen siene BaibUtl 



(Januar 1986) 
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MIKRQORGANISMEN 

AnqXxm &mr d#n m*i S*t» .A3 Zmilm d«r Sa*cfinribun9 gmownxwy Mikroor^anismui 1 



A. KENN2EICHNUNG OER H INTERLEGUNG 2 
. Weiura Hinnrlagungan uckS auf *tn*m zusatzlicftan Blrtt 



Name der HinterlagurvpLStill* 4 

Deutsche Sammlung vort Mikroorganismen (DSM) 



Anschrift d«r Hinwrtegungnrelle (einschlt^Jich PostltirzaM und Land)* 



Gisebachstr. 8, D- 3400 Gottingen, Deutschland 



Oatum d«r Hinrarieguo^ 5 . 



28.08.1986 



3843 



B. WEITERE ANGASEN 7 (dt* Angaban warden auf *n*m gasondartan Btttt fongottzt I ! l 



Hir diejenigen Bestinnungen, in derm un ein europaisches Patent nachgesucht wird, 
wird bis zur Veroffentlichung des Hinweises ^"f die Erteilung des europaischen 
Patents oder bis zu dsm Tag, an den die Armeldung zuriickgewiesen oder zuruckge- 
ncrmien. wird oder als zuruckgenoamen gilt r der Zugang zu dsn hinterlegten Mikro- 
organisrnus nur durch Herausgabe einer Probe des Mikroorganisatis an einen Sach- 
verstandigen hergestellt, der von der Person, die die Probe beantragt, benannt 
wird (Kegel 28 Absatz 4 EPU), . 



C. BEST1MMUNGSSTAATEN, FOR DIE ANGASEN GEMACHT WE R DEN 3 (falls die 

batrvffanl 



Angaban mcttt alia Bartimrnun^jTaatwii 



O- NACHREICHUNG VON ANGABEN J 



Fofganda Angaban w*fd*n spiwr beim Intarnmionatan Buro ainfltmcftt 9 (aJIgvrmin* 8*£»ichiHing dar Angaban. r.B. "Eirraanax- 
nummw der Hintarlegung") " 



6. (__£_] Di«« Slatt wurde Mwnim if frr int e rnal h i n i^m iBBtajwt «/nganiicht (vom Anmakjaamt nacitzupwf an I 



Dipl. -v ? r>volf r?A- ! r f 



( a ^.^ (r 9«n™,i Regierungscnif:-..a.-n 

I I Oatum dw Eingangs diesa* (vo*n Anmefckr nacNjermchten) Slcttas bairn Internal ton j(«n SOro 10 



(BavoHmacrufQrar 6«amnr} 



Foanbtaa PCT/ RO/ 134 (Januar 1985) 



Anmerkungen sl«n« BaibUtt 



(Januar 1986) 



WO 88/01641 
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Patentanspriiche : 

1. tfdA-2 , 4-D-monooxigenase-Genmutante ALcaligenes eutrophus JMP 134:Tn 5-2. 

2. tfdA-2 , 4-D-monooxigenase-Genmutante Aicaligenes eutrophus JMP 134;Tn 5-4. 

3. Verwendung der tfdA-Mutanten Aicaligenes eutrophus JMP 134:Tn 5-2 und 
JMP 134: Tn 5-4 zur Identif izierung und Isolierung tfdA-Gene enthaltender 
Plasmide. 

4. Plasmide, en thai tend das tfdA-Gen bder ,ein mit tfdA im Wesentlichen 
identisches Gen fur 2 , 4-D-monooxigenase . 

5. Rekombinierte DNA , dadurch gekennzeichnet , daft sie die fiir das 2,4-D 
spaltende Protein der angegebenen Aminosauresequenz 1 bis 28 7 codie- 
rende Basensequenz 1 bis 861 -■ 



. 30 . . 60 

GTG AGCGTCGTCQC A A ATCCCCTTCATCC TCTTTTCGCCGC AGGGG TCG AAG AC ATC G AC 
ValSerVal ValAlaAsnProLeuHisProLeuPheAlaAlaGly ValGluAspI leAsp 

90 . . 120 

C TTCG AG AGGCCTTGGG TTCG ACCG AGGTCCG AG AG ATCG AACGGCTAATGG ACG AG AAG 
LeuArgG 1 uA 1 aLeuG lySe rThrG luValArgG lu I leG 1 uArgLeuMe t AspG luLys 

150 . . 180 

TCGGTGCTGGTGTTCCGGGGGC AGCCCCTG AGTC AGG ATC AGC AG ATCGCCTTCGCGCGC 
SerValLeuValPheArgGlyGlnProLeuSerGlnAspGlnGlnlleAlaPheAlaArg 

■ - 210 . . 240 

AATTTCGGGCC ACTCG AAGGCGGTTTC ATC AAGGTC AATC AAAG ACCTTCG AGATTC AAG 
AsnPheGlyProLeuGluG lyG lyPhe I leLys Val As aG InArgProSe r ArgPheLys 

270 . . 300 

T ACGC GG AG TTGGCGG AC ATCTCGAACGTC AGTCTCG ACGGC AAGGTCGCGC AACGCG AT 
Tyr AlaG luLeuAlaAspI leSerAsn ValSerLeuAspG ly Lys Val AlaG InArgAsp 

. . 330 . . 360 

GCGCGCG AGGTGGTCGGGA ACTTCGCG AACC AGCTCTGGC AC AGCG AC AGCTCCTTTC AG 
AlaArgG luVal ValG LyAsnPheAlaAsnGlnLeuTrpBisSer As pSerS e r PheG 1 n 

390 . . 420 

C AACCTGCTGCCCGCTACTCG ATGCTCTCCGCGGTGGTGGTTCCGCCGTCGGGCGGCG AC 
G InProAl aAlaAr^TyrSerMe t LeuSerAlaVal Val ValProProSerGlyGlyAsp 
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450 . . 480 

ACCG AGTTCTGCG AC ATGCGTGCGGCATACG ACGCGCTGCCTCGGGACCTCC AATCCGAG 
ThrG laPbLeCysAspMetArgAlaAlaTyrAspAlaLeuProArgAspLeuGLaSerGLu 

510 . . 540 

TTGG AAGGGCTGCGTGCCG AGC ACTACGCACTG AACTCCCGCTTCCTGCTCGGCG AC ACC 
LeuGluGlyLeuArgAlaGIuflisTyrAlaLeuAsnSerArgPheLeuLeuGlyAspThr 

570 . _ 600 

GACTATTCGG AAGCGC AACGC AATGCCATGCCGCCGGTC AACTGGCCGCTGGTTCGAACC 
AspTyrSerGluAlaGlnArgAsnAlaMetProProValAsaTrpProLeuValArgThr 

- 630 . 66Q 



HisAlaGlySerGlyArgLysPlieLeuPhelleGlyAlaHisAlaSerHisValGluGly 
LeuProValAlaGluGlyArgMetLeuLeuAlaGluLeuLeuGluHisAlaThrGlnArg 
GiuPheValTyrArgHisArgTrpAsnValGlyAspLeuValMetTrpAspAsnArgCys 
ValLeuHisArgGlyArgArgTyrAsprieSerAlaArgArgGluLeuArgArgAlaThr 



ACCCTGG ACG ATGCCGTCGTC 
ThrLeuAspAspAlaValVal 



Oder ein nach dem genetischen Code fiir die gleiche Aminosauresequenz co- 
"dxerendes Aquivalent davon enthalt. 
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Plasmid 


PVJH21 


"7. 


Plasmid 


pGJS3 


8. 


Plasmid 


pfCJS31 


9. 


Plasmid 


.pKJS32 


10. 


.Plasmid 


peCJSB330 


1 1 . 


Plasmid 


pKJS(X)630 


12. 


Plasmid 


pKJEABI 30 


13. 


Plasmid 


pTJS * B435 


14. 


Plasmid 


pTJS 1 B436 
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15. Plasmid pKJS32RHAS' 
15. Plasmid prjSS'035 

17. PLasmid pTJSS' 036 

18. Plasmid prJS'X535 

19. Plasmid pTJS'X536 

20. Plasmid pr JS ' X5 3 5 omega 

21. Phagen MJSS'030 

22. Phagen lMJSS'031 

23. Verfahren zur Hers tei lung von tfdA-Gene enthaitenden Plasmiden, dadurch 
gekennzeichnet , daJ3 man DNA-Fragmente aus Wildtyp-Bakterien und Plasmid- 
vektoren miteinander verkniipft und tfdA-Gene enthaltende Plasmide titer 
die Expression des Abbaus substituierter oder unsubstituierter Phenoxy- 
essigsauren in Stammen, die die entsprechenden Phenole verwerten kdnnen , 

■ isoliert. 

24. Verfahren zur Herstellung von tfdA-Gene oder Teile dieser Gene enthai- 
tenden Plasmiden, dadurch gekennzeichnet, daft mart aus gemafl An- 
spruch 23 erhaltenen Plasmiden Subf ragmente , die das intakte tfdA-Gen 
oder Teile dieses Genes enthaltenen, mit einem Vektorplasmid verkniipft. 

25. £. coli-Stamme , enthaltend Plasmide mit einem tfdA-Gen oder mit Teilen 
dieses Gens. 

26. Pseudomonas-Stamme, enthaltend Plasmide mit einem tfdA-Gen oder mit 
Teilen dieses Gens. 

27. Alcaligenes-Stamme, enthaltend Plasmide mit einem, tfdA-Gen oder mit 
Teilen dieses Gens. 

28. Verfahren zur Herstellung neuer Bakterienstamme, die tfdA-Gene oder 
Teile dieser Gene enthalten, dadurch gekennzeichnet, daB .man den betref- 
fenden Stamm nach an sich bekann ten Verfahren mit der Plasmid-DNA nach 
Anspruch 4 transformiert . 

29. Verfahren zur Herstellung neuer Bakterienstamme , die tfdA-Gene oder 
'teile dieser G=ne enthalten, dadurch gekanzei£±net, deft man ajs den nach £ns£nx±i 28 
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erhaltenen Stammen die Plasmide durch Kunjugation auf andere Stamme 
Libertragt . 

30. Verwendung von Bakterienstanimen,. die tfdA-Gene oder Teiie dieser Gene 
enthalten, zur Hersteiiung der 2 , 4-D-monooxigenase. 

37 . Verwendung von tfdA-Genen oder Teilen dieser Gene enthaltenden Plasmide 
als Ausgangsprodukt zur Hersteiiung von 2 , 4-D-spaltenden lebenden Or- 
gan ismen. 
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